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Celica, izpostavljena električnemu polju, spremeni svoje lastnosti, kar se kaže tudi v 
povečani prepustnosti celične membrane. Temu pojavu pravimo elektropermeabilizacija ali 
tudi elektroporacija. Ta pojav se uspešno uporablja v medicini, kjer povečana prepustnost 
membrane omogoči povečan vnos zdravil v celico in tako znatno poveča učinek 
zdravljenja. Takšno terapijo imenujemo elektrokemoterapija. Pojav elektropermeabilizacije 
se uporablja tudi  za vnos genov v celico, pa tudi na ostalih področjih, kot so predelava 
hrane, uničevanje mikroorganizmov in v nekaterih biotehnoloških  postopkih. 
Naprave, s katerimi dovajamo električne pulze, s katerimi zagotavljamo elektroporacijo 
membran, imenujemo elektroporatorji. Po namembnosti in uporabi jih razdelimo v dve 
skupini: v naprave za laboratorijsko in medicinsko uporabo ter naprave za industrijsko 
uporabo. Za prvo skupino naprav je značilno, da so praviloma namenjene dovajanju 
omejenega števila pulzov. Druga skupina naprav je namenjena neprekinjenemu (trajnemu) 
delovanju in od prej omenjene skupine (laboratorijskih in medicinskih naprav) odstopa 
predvsem po večji moči in maksimalnih amplitudah napetosti, vendar pa imajo običajno 
skromne možnosti spreminanja ostalih parametrov elektroporacije (širina pulza, oblika 
pulza, ponavljalna frekvenca pulza). 
Med skupino laboratorijskih naprav in skupino industrijskih naprav obstaja vrzel:  na trgu 
nameč ni na voljo naprav, ki bi združevale nekatere lastnosti  (npr. fleksibilnost, 
kompaktnost/prenosljivost) laboratorijskih naprav in energetsko zmogljivost industrijskih 
naprav. Načrtovanje in gradnja industrijskih naprav sta uspešni, če se prej opravijo številni 
poskusi v laboratorijskem okolju. Včasih je potrebno ponoviti nekatere poskuse tudi v 
industrijskem okolju. Zato je ena od zelo pomembnih lastnosti naprave, ki bi jo lahko 
uporabljali v obeh okoljih, njena mobilnost, kar poenostavljeno pomeni, da jo lahko 
premeščamo brez posebnih pomagal. Druga pomembna lastnost takšne naprave je 
zmožnost neprekinjenega delovanja in doseganje električnih parametrov v širokem 
razponu parametrov pulzov in tudi aplikacij, ki omogočijo tudi ireverzibilno 
elektroporacijo, to je postopek,  pri katerem celica zaradi visokega električnega polja in 
vnosa energije odmre. 
Fleksibilnost, prenosljivost in možnost neprekinjenega delovanja so bile osnovne smernice, 
ki so nas vodile pri načrtovanju  laboratorijske naprave za neprekinjeno delovanje. Na 
 
 
podlagi temeljite analize smo se odločili za razvoj naprave, ki bo omogočila dovajanje 
pulzov pravokotne oblike v območju: napetosti od 0 do 5000 V, pulzov od 10 μs do 10 ms 
in ponavljalne frekvence do 100 Hz, in ki bo torej omogočalo natančno analizo povezave 
med učinki elektroporacije in uporabljenimi parametri, kot so napetost, tok in vnešena 
energija. 
Med možnimi tehničnimi variantami generiranja visokonapetostnih pulzov smo se odločili 
za generiranje pulzov s visokonapetostnim stikalom, ki je realizirano s serijsko vezavo 
transistorjev. Ta izvedba omogoča tudi (skoraj) poljubno nadgradnjo v smeri višjih 
izhodnih napetosti ob uporabi na trgu dostopnih in relativno poceni komponent.  Ker je 
stikalo krmiljeno z optičnimi vlakni, je to tudi pomemben nastavek v smeri gradnje 
industrijske naprave. Drugi ključni del naprave je vir visoke napetosti, ki je bil v 
preizkusnem obdobju realiziran z uporabo nastavljivega transformatorja (variaka)  in 
visokonapetostnega ločilnega transformatorja. 
Verjetno je največ težav in ovir pri gradnji ter preizkušanju naprave povzročila 
pomanjkljiva izbira materiala in komponent, primernih za uporabo v visokonapetostnem 
okolju, in pomanjkanje izkušenj, kar pa smo v letih razvoja naprave uspešno prebrodili. 
V okviru naloge sem zgradil dve napravi: napravo PBp in napravo Bruno. V slednji smo 
uporabili vse izkušnje, ki smo jih pridobili pri gradnji in uporabi prve naprave. Z 
napravama smo naredili več kot 1500 poskusov v laboratorijskem in polindustrijskem 
okolju na področjih, kot so: inaktivacija mikroorganizmov, ekstrakcija snovi iz celic, vnos 
genskega materiala v celice in poskusov priprave materialov za industrijske procese 
(impregnacija lesa). 
Pri poskusih s pretočnimi sistemi smo uporabljali pretočne komore, izdelal jih je dr. G. 
Pataro na Univerzi v Salernu, vendar smo se na podlagi izkušenj lotili razvoja in izdelave 
lastnih komor. Z novo konstrukcijo bomo zmanjšali korozijo elektrod, dosegli boljše 
tesnjenje komore in možnost izpostavitve vzorcev/celic večjemu električnemu polju. 
Ključne besede: elektropermeabilizacija, ireverzibilna elektroporacija, serijska vezava 
transistorjev, pretočna komora, ekstracija snovi iz celic, inaktivacija mikroorganizmov, 




Membrane electropermeabilitation or electroporation is a phenomenon which causes the 
membrane of the cell to increase its permeability when subjected to a high electric field. 
This technique is used with great success in electrochemotherapy. The increased 
permeability of the cell membranes enables better cellular uptake of specific 
chemotherapevtic drugs which significantly increases its effectiveness. Electroporation is 
also used in gene transfection, food processing technologies, removal of the 
microorganisms and other industrial processes. 
Devices for generating high voltage electric pulses are often called electroporators. Based 
on their field of operation, we can classify them in two categories: devices for laboratory 
and medical use and devices for industrial (mostly food) processing. In general the 
appliances, which fall under the first categories, are known to have discontinued operation 
and generate a limited number of electric pulses. The second category of devices enables 
continuous (uninterrupted) operation while providing higher energy and amplitude of 
electric pulses, but come with a cost of limited versatility pulse parameters. 
Because the intended purpose of the electroporators is so different, there is a lack of 
electroporators avallability which can be versatile in generating electric pulses while 
providing continuous operation and have electric efficiency of industrial grade 
electroporators. Operation of industrial grade electroporators is more efficient if it is 
thoroughly tested in a controlled environment in laboratories. For this reason, it is of great 
benefit if the electroporator unit is mobile, that is, if it can be easily transferred between 
different places of operation. The second important characteristic of such devices is the 
ability of continuous operation and the flexibility for generating different electric pulses for 
electroporation, where the cells are subjected to high electric field and very high energy 
pulses to create permanent and hence lethal changes in the cells. 
The focus of the thesis was the design of a device for electroporation, which generates 
square shaped electric pulses, which offer better possibility to analyse relationship between 
the electroporation effects and the parameters of the electric pulses.  
The choice for generating electric pulses with the use of high voltage switching devices 
connected in series was selected among different possible concepts for generating high 
voltage electric pulses. This choice also enables almost unlimited future upgrades in terms 
 
 
of increasing the output voltage while using commercially accessible high voltage 
switching elements. The most important aspect when designing the semi-industrial 
electroporator is driving the high voltage switching elements with the use of optical fibers, 
which provides galvanic insulation between the control board and power components. The 
second important aspect is the high voltage source, which was realized with the variable 
transformer and high voltage insulation transformer. 
In the framework of the thesis two electroporators named “PBp” and “Bruno” were built. 
Bruno was built on the basis of the experience obtained and based on PBp with various 
technical upgrades and improvements. Together both electroporators were successfully 
used in more than 1500 experiments either in the laboratory or semi-industrial environment 
where we focused on microorganism deactivation, extraction of proteins and other 
molecules fom cells, gene transfection and experiments for wood impregnation. 
With the experiments on flow systems, we started with using flow chambers provided to us 
and developed by G. Pataro and colegues from University of Salerno. However based on 
experience gained we later developed our own flow chamber. With the constructed flow 
chamber, we were able to reduce the corrosion of electrodes, achieve better seal of the 
chamber, which at the same time, enabled us to use much higher electric fields. 
Key words: electro permeabilization, irreversible electroporation, in series connected 
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Karel Flisar: Visokoenergijska naprava za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
1.Uvod 
Če izpostavimo celico električnemu polju, pride do začasnega povečanja prepustnosti 
celične membrane, ki omogoči lažje prehajanje ionov in molekul preko membrane. Ta 
pojav, to je povečanje prepustnosti membran, imenujemo elektropermeabilizacija ali 
tudi elektroporacija in je posledica vsiljene transmembranske napetosti [Neumann, 
1989; Rems, Miklavčič 2016]. Učinkovitost elektropermeabilizacije določajo številni 
dejavniki, ki jih delimo na parametre električnega polja (električna poljska jakost, 
trajanje posameznega električnega pulza, število pulzov, ponavljalna frekvenca pulzov, 
oblika pulzov in smer električnega polja) [ Kotnik et al., 2001, 2003; Maček-Lebar in 
Miklavčič, 2001; Pucihar et al., 2011] in na biološke ter fizikalne dejavnike (velikost in 
oblika celice, osmotski tlak, temperatura) [Reberšek et al. 2008; Kandušer et al. 2008; 
Kotnik et al. 2010;]. Pri pravilno izbranih parametrih električnega polja lahko 
dosežemo, da se celična membrana vrne v prvotno stanje, kar pomeni, da je 
elektropermeabilizacija reverzibilna, v nasprotnem primeru pa je ireverzibilna in celice 
ne preživijo [Kotnik et al., 2000]. 
Zmotno je precej razširjeno prepričanje, da začetek uporabe elektropermeabilizacije 
sovpada s pričetkom zdravljenja raka na prelomu stoletja. Poskusi uporabe električnega 
polja za uničevanje bakterij na področju prehrane so potekali že v sredini prejšnjega 
stoletja [Doevenspeck, 1960] in drugi, vendar ti poskusi niso bili uspešni, ker so bili 
zastavljeni na industrijskem nivoju brez predhodnih poskusov v laboratorijih na 
celičnem nivoju. Trdim, da sta prav pričetek raziskav in uporaba elektropermeabilizacije 
na področju medicine, ker sta bila bolj sistematična, spodbudila precej temeljnih 
raziskav in prinesla hitrejši napredek tudi na področju prehrane [Toepfl, 2006, Vorobiev 
et.al, 2015].  
Elektrokemoterapija je metoda zdravljenja raka, pri kateri z elektroporacijo lokalno 
povečamo vnos kemoterapevtika v rakaste celice [Mir in Orlowski, 1995]. S poskusi so 
bili ugotovljeni optimalni parametri za uporabo pri elektrokemoterapiji [Miklavčič et al. 
2006, 2014]. Vzporedno z optimizacijo so bile izvedene številne klinične študije [Mali 
et al. 2013], ki so pripeljale do vzpostavitve standardnih postopkov zdravljenja za 





Opisane metode temeljijo na pravilni izbiri parametrov električnega polja, ki povzročijo 
reverzibilno elektropermeabilizacijo. Vendar pa tudi ireverzibilna 
elektropermeabilizacija igra pomembno vlogo pri uničevanju tumorjev in 
mikroorganizmov [Scheffer et al.2014, Serša et al. 2015, Miklavčič et al., 2015].  Kljub 
temu pa uporaba ireverzibilne elektropermeabilizacije ne pomeni uporabe električnih 
polj, katerih parametri so ekstremno visoki. Snov, npr. sok, iz katere odstranjujemo 
mikroorganizme, izpostavljamo električnemu polju z omejenimi parametri, ker ne 
želimo neželenih sprememb v snovi (sprememba okusa hrane) ali pojav stranskih 
produktov v snovi zaradi izpostavitve električnemu polju (produkti elektrolize) 
[Lelieveld et al. 2007]. Pri uporabi ireverzibilne elektroporacije za uničevanje tumorskih 
celic pa lahko poškodujemo tkivo tudi zaradi prekomernih toplotnih (joulskih) izgub. 
Ireverzibilna elektroporacija se je uveljavila tudi na področju predelave hrane, in sicer v 
nekaj smereh: pri uničevanju mikroorganizmov (pasterizacija sokov, mleka) [Raso et 
al.2006] ekstrakciji maščob, olj, sladkorja [Jaeger et al., 2012] in pripravi hrane [Raso, 
et al. 2016, Golberg et al.2015]. 
Naprave, ki so na voljo na trgu, ne uspejo pokriti celotnega področja trenutno uporabnih 
aplikacij elektroporacije, kaj šele raziskovalno zanimivih področij. Povsem pa od 
nabora naprav za elektroporacijo odstopajo naprave za ireverzibilno elektroporacijo, 
namenjene uničevanju mikroorganizmov. Že vstopne vrednosti za laboratorijske 
izvedbe teh naprav presegajo tako po napetosti, toku in moči ostale naprave [Puc et al. 
2004, Bertacchini et al., 2007, Reberšek et al. 2014],  ki so  namenjene reverzibilni 
elektroporaciji. Prav te visoke vrednosti pa zahtevajo popolnoma drug pristop k razvoju 
teh naprav, ki morajo razen precej višje moči omogočiti tudi trajno (neprekinjeno) 
dovajanje električnih pulzov. 
To zahteva tudi nove, strožje varnostne zahteve pri razvoju teh naprav, podobne tistim, 
ki so namenjene klinični uporabi. Potreba po napravi za ireverzibilno elektroporacijo 
nas pripelje na področje energetsko zmogljivejših naprav, ki pa jih moramo prilagoditi 
uporabi v laboratorijskem, medicinskem in industrijskem okolju.  
Izkušnje z verjetno najbolj razširjeno napravo za elektrokemoterapijo Cliniporatorjem 
so pokazale podobne pomanjkljivosti kot vse ostale naprave, ki smo jih uporabljali na  
projektih: dokaj pogoste okvare izhodnih transistorjev, neenakomerno amplitudo 
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(majhnega) števila impulzov [Tokmakci, 2006]. Posebno kritične so odpovedi naprav, 
namenjenih klinični uporabi, ki zaradi zahtevnega servisiranja lahko povzročijo večje 
zamude pri zdravljenju bolnikov. Če strnemo naše izkušnje, ugotovimo, da je najbolj 
kritičen element naprav za elektroporacijo polprevodniško stikalo, ki zaradi tehnoloških 
ovir deluje na robu tehniških zmožnosti [Baek, et al. 2001, Sasagawa, et al. 2004]. 
Potrebna bi bila takšna rešitev visokonapetostnega stikala, da bi povsem rešila zahteve 
kliničnih in laboratorijskih naprav za elektroporacijo na tem področju in bi obenem 
omogočila nadgradnjo stikala, primernega tudi za zelo zahtevne poizkuse na področju 
ireverzibilne elektroporacije. Naslednji ključni problem, s katerim se srečujemo, je 
zaloga energije, potrebne za oblikovanje zadostnega števila enakih impulzov; skoraj vse 
naprave za elektroporacijo imajo preskromen, pogosto pa tudi neprimeren vir energije 
[Pirc et al., 2017]. Področje visokonapetostnih virov je specifično že zaradi visokih 
izhodnih napetosti. Graditelji naprav za elektroporacijo se pri nakupu omejijo samo na 
dva osnovna parametra, izhodno napetost in moč naprave. Trdim, da je za naprave za 
elektroporacijo potrebno izdelati namenski, uporabi prilagojen vir večje moči. Z 
rešitvijo obeh problemov bi torej postavili temelje za razvoj poljubnega 
elektroporatorja. 
Namen predlaganega dela torej ni razvoj univerzalne naprave, ki bi jo lahko uporabili v 
vsaki obstoječi in prihodnji, na elektroporaciji temelječi aplikaciji, ampak razvoj 
naprave, izvedene z uporabo zanesljivih elementov, ki bodo omogočali izgradnjo 
naprave za elektroporacijo. Zasnova obeh kritičnih elementov (polprevodniškega stikala 
in vvisokonapetostnega vira) naprave za elektroporacijo bo omogočala tudi 
polindustrijske aplikacije za področje reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije in 
neprekinjenega delovanja naprave. Seveda bo rezultat razvoja uporabna naprava za 
elektroporacijo, ki bo delovala v zelo širokem območju in obenem služila kot osnova za 
kasnejše poljubne izvedenke, kot jih bo narekovalo raziskovalno delo. 
Za opazovanje in doseganje reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije torej 
potrebujemo napravo, ki bo omogočila generiranje impulzov od mikrosekundne širine 
do skoraj neprekinjenega (DC) delovanja. Naprava mora imeti moč, ki zagotovi 
reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo vseh bioloških vzorcev, torej mora 
združevati lasnosti energetskega vira in fleksibilnega laboratorijskega instrumenta. 
2. Pregled obstoječega stanja 
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2. Pregled obstoječega stanja 
2.1 Pregled naprav in metod elektroporacije 
Pulzirajoče električno polje (ang. Pulsed Electric Field → PEF) se lahko uporablja za 
netermično permeabilizacijo celičnih membran. V odvisnosti od intezitete (jakosti 
električnega polja, širine in števila pulzov) in lastnosti celic (velikosti, oblike in 
prevodnosti) je lahko sprememba membrane začasna ali trajna. Če je sprememba 
začasna, govorimo o reverzibilni elektroporaciji, če celica odmre, pa o ireverzibilni 
elektroporaciji (slika 2.1). 
 
Slika 2.1: Področje reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije [Marjanovič, 2012] 
 
S slike je razvidno, da je področje reverzibilne elektroporacije približno v področju med 
0,1 kV/cm in 1 kV/cm, ireverzibilne elektroporacije pa med 0,5 kV /cm in 3  kV/cm za 
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rastlinsko, živalsko tkivo ter 15-40 kV/cm, za permeabilizacijo mikrobioloških celic 
[Jaeger 2012, Mahnič Kalamiza et.al., 2014] pa so te vrednosti močno odvisne od 
temperature, trajanja in števila pulzov. 
  
Slika 2.2 Učinki električnega polja na biološko celico so različni glede na 
električno poljsko jakost in zahtevan vnos energije [Toepfl 2006]. 
Z leti se je potrdila uporabnost elektroporacije v območju električne poljske jakosti od 
0,1 kV/cm do 40 kV/cm. Zgornja meja električne poljske jakosti je dokaj vprašljiva, kar 
smo ugotavljali tudi med našimi poskusi. V primeru najvišjih jakosti tako verjetno ne 
moremo več govoriti o elektroporaciji, pač pa o termični obdelavi celic. Širina 
električnih pulzov, ki se uporablja, je odvisna od namena elektroporacije in 
prevodnostni medija. Giblje se v področju od nekaj sto ns do nekaj milisekund, če ne 
upoštevamo nizkonapetostnih pulzov, ki imajo lahko čas trajanja tudi nekaj sekund in se 
uporabljajo v kombinaciji z visokonapetostnimi pulzi. Ponavljalna frekvenca pulzov je 
precej odvisna od namena elektroporacije in od sistema, v katerem izvajamo 
elektroporacijo. V medicini se večinoma uporablja frekvenca 1 Hz in nizko število (8, 
16) pulzov, razen pri ireverzibilni elektroporaciji (ablaciji tumorjev), kjer je število 
pulzov 90 in višje. Pri pretočnih sistemih, ki jih uporabljamo predvsem za uničevanje 
mikrooganizmov in za ekstrakcijo željenih molekul, pa so zaželene višje frekvence (do 
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1000 Hz) in večje število pulzov: z višjo frekvenco dosežemo večjo pretočnost sistema, 
z večjim številom pulzov možnost bolj racionalne uporabe pretočnih sistemov. Običajno 
pa predstavlja prav povečanje frekvence  pulzov  (razen visoke napetosti) največ težav  
pri gradnji naprav za elektroporacijo, ker je neposredno vezano na moč enosmernega 
vira, ki lahko tako že pri laboratorijskih napravah preseže moč 1 kW, kar posledično 
pomeni tudi občutno povečanje mase naprave. 
Na področju elektroporacije je šel razvoj naprav glede na uporabo v dve smeri: v 
laboratorijske naprave in medicinske naprave, ki so razen izjem prenosne in imajo 
majhno energijsko kapaciteto (slika 2.3), in v polindustrijske ter industrijske naprave, ki 
so namenjene poskusom in industrijskim procesom na področju pasterizacije, 
ekstrakcije in predelave na področju prehrane. 
                        
Slika 2.3: A) Medicinska naprava za elektroporacijo »Cliniporator«, Igea 
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Slednje so precej velike in so praviloma stacionarne ter so običajno integrirane v 
procesne sisteme. Opremljene so z različnimi pomožnimi sistemi, kot so senzorji za 
temperaturo, pretok, tlak, prevodnost ipd. ter seveda z mehanskimi sistemi, kot so mlini, 
črpalke, tekoči trakovi in naprave za embaliranje (slika 2.4). 
 
Slika 2.4: Polindustrijski pilotni sistem za ekstrakcijo olivnega olja: A) 
elektroporator, B) podajalnik, C) mlin, D) elektroporacijska komora, E) 
mešalnik, F) odcejalnik [Jaeger, 2012] 
Tabela 2.1: Pregled industrijskih naprav za elektroporacijo [Goldberg et al., 2016) 
Proizvajalec Moč (kW) Max.napetost (kV) Max tok (A) Obdelovanec 
Diversified Technologies (USA) 1–150 40 300 Tekočine 
ELEA (Germany) 5–80 40 200–5000 Tekočine in trdni delci 
Energy pulse systems (Portugal) 3.5 10 150 Tekočine 
KEA TEC (Germany) 25 300 7000 Tekočine in trdni delci 
Maxwell pulse (USA) NA 40 ? ? 
Pure pulse (The Netherlands) 16–30 40 ? Tekočine 
ScandiNova (Sweden) 0.4–90 10–450 20–1000 ? 
SteriBeam (Germany) 3 20–30 ? Tekočine in trdni delci 
Pulsemaster (The Netherlands) 80 NA ? Tekočine in trdni delci 




Pregled naprav za industrijsko elektroporacijo kaže, kako različne so naprave tako glede 
napetosti, tokov in moči, ob tem da tabela ne poda vseh parametrov. Predvsem pa kaže 
na dejstvo, da je gradnja naprav za generiranje pulzov v območjih, navedenih v tabeli, 
izjemno zahtevna. To vpliva tudi na ceno teh naprav, kar je ena izmed večjih ovir za 
širšo uporabo elektroporacije v predelavi hrane in nekaterih drugih področjih. 
Ker je gradnja naprav za industrijsko rabo izjemno zahtevna in draga, je potrebno vse 
procese, postopke in parametre preveriti na manjših vzorcih, začenši pri kivetah, nato pa 
nadaljevati v pretočnih sistemih ali napravah za stiskanje, preden lahko pristopimo k 
izgradnji industrijske naprave. V pretočnih sistemih se uporabljajo različne pretočne 
komore, ki imajo zaradi uporabe različnih tekočin (sokovi) neko minimalno pretočnost, 
ki jo dosežemo z različno (večjo) razdaljo med elektrodami. To pa pomeni večjo 
delovno napetost, če hočemo doseči ustrezno jakost električnega polja. Tako lahko 
ugotovimo, da so lahko zahteve po maksimalni napetosti pulza v pretočnih sistemih 
nekajkrat višje od tistih v kivetah, hkrati pa mora naprava za elektroporacijo delovati 
neprekinjeno, kar seveda pomeni nekajkrat večjo moč naprave. Če pogledamo tabelo 
komercialnih laboratorijskih naprav za elektroporacijo (tabela 2.2), ugotovimo, da 
nobena od teh naprav ni uporabna niti za osnovne laboratorijske poskuse, in to zaradi 
premajhne izhodne napetosti in predvsem moči. Če to tabelo primerjamo s tabelo 2.3, 
kjer je pregled naprav, razvitih in narejenih v Laboratoriju za biokibernetiko Fakultete 
za elektrotehniko Univerze v Ljubljani, lahko ugotovimo, da so vsaj tri naprave 
uporabne za poskuse na področju predelave hrane in, ekstrakcij snovi iz celic in 
podobnih procesov. 
Torej obstaja vrzel med napravami za laboratorijsko in medicinsko uporabo in 
napravami za polindustrijsko in industrijsko uporabo. Laboratorijske naprave so 
praviloma omejene pri velikosti maksimalne napetosti pulza na največ 3000 V (tabela 
2.2) ter pri ponavljalni frekvenci, ki je poredkoma višja od 100 Hz, predvsem pri pulzih, 
daljših od 1 ms. Razlog je v premajhni moči vira, ki napaja generator pulzov in ima pri 
večini komercialnih naprav največ 100 ali 200 W.  To je bil razlog, da smo v 
Laboratoriju za biokibernetiko pristopili k razvoju naprav za elektroporacijo, kjer 
napetosti pulzov dosegajo in presegajo mejo 5000 V: Zeus, NanoCuvette, BPp (tabela 
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Pri eksponencialno padajočem pulzu se pojavi še dodatna težava: zaradi vložene 
energije se testni vzorec segreje, zaradi tega se poveča prevodnost, kar povzroči 
krajšanje efektivne širine pulza. Energijo, ki jo vložijo v preizkušanec v obliki 





    ,                                         (2.2) 
kjer je C kapacitivnost kondenzatorja, N je število pulzov, U napetost in m masa 
preizku-šanca.  
Iz enačbe je razvidno, da izračun temelji na predpostavki, da gre vsa energija iz 
kondenzatorja dejansko v testni vzorec, česar pa seveda ne moremo preveriti. Seveda je 
možno vloženo energijo tudi takega pulza objektivno določiti z uporabo merilne 
opreme, kot je analizator moči (power analyzer), ki pa je za tovrstne poskuse 
neprimeren predvsem zaradi velikosti in cene. Postavlja se tudi vprašanje, kaj je 
»uporabna« vložena energija. Nekateri avtorji (Gongora-Nieto et al., 2002 in F.D. Vito 
2006) smatrajo področje pulza na sliki 2.7, označeno z rumeno barvo, kot področje 
»neučinkovite energije procesa« (ang. non  effective treatment energy), kot področje 
»učinkovite« energije pa področje, označeno na sliki 2.7 z modro barvo, in je približno 
enako površini pravokotnega pulza (temenski del je nekoliko manjši). Če izhajamo iz 
enačbe za energijo pulza in upoštevamo dejstvo, da se energija pulza v preizkušancu 
spremeni v Joulsko toploto in se radi tega dvigne temperatura preizkušanca, lahko 
energijo pulza izračunamo na osnovi spremembe temperature ΔT ob upoštevanju 
specifične toplote vzorca Cp in mase vzorca na področju elektroporacije (enačba 2.3): 
𝑊𝑊𝑝𝑝 = 𝑚𝑚 ∙ 𝐶𝐶𝑝𝑝 ∙ ∆𝑇𝑇.                (2.3) 
Vendar nam tak izračun lahko služi bolj za orientacijo, ker je skoraj nemogoče izmeriti 
trenutno povečane temperature vzorca, lahko pa približno izračunamo spremembo 
temperature  po enačbi 2.4: 
∆𝑇𝑇 = 𝑛𝑛𝑊𝑊𝑝𝑝
𝐶𝐶𝑝𝑝
  .      (2.4)                 
Seveda enačbi 2.3 in 2.4 veljata za pravokotno in eksponentno obliko pulza. Kot je  pri 
bioloških sistemih običajno, pa meje med vloženo energijo in učinki niso jasno ločene: 
pri eksponencialnih pulzih imamo področje »neuporabne« energije, ki nima 


= = 15 
=  =  = 3,3 
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upoštevati dejstvo, da bi pri vrednosti kondenzatorja 3,3 μF povsem izpraznili 
kondenzator in bi napetost proti koncu pulza povsem padla praktično na nič. Zato 
moramo zagotoviti toliko energije, da se napetost na kondenzatorju nebi zmanjšala za 
manj kot 20 % (pri poskusih smo ugotovili, da padec za 600 V na koncu pulza od 
začetne vrednosti pulza 3000 V ne vpliva pomembno na rezultate elektroporacije): 






 → 𝐶𝐶 = 2𝑊𝑊
𝑈𝑈12−𝑈𝑈22
= 9,25 𝜇𝜇𝜇𝜇   (2.7) 
Seveda pa je sedaj celotna energija v kondenzatorju (9,25 μF) bistveno povečana in 
znaša 41,6 J, kajti le pri tej vrednosti energije bomo lahko zagotovili  ustrezen pulz, ki 
mu napetost ne bo padla za več ko 20 % na koncu pulza. 
Širina pulza v v laboratorijskih ekperimentalnih napravah lahko dosega tudi 10 ms, to 
pa pomeni pri prej omenjenih pogojih povečanje kapacitivnisti na 925 μF, kar je pri 
visokonapetostnih kondenzatorjih izjemno velika vrednost. To težavo nekateri avtorji 
(Novicky 2014) rešujejo s posebnim načinom kondenzatorskih povezav, ki sicer 
omogoča ustrezne kapacitivnosti pri pulzih z nižjo amplitudo, ne rešujejo pa povsem 
težav pri pulzih z daljšim časom trajanja in visoko amplitudo. Posledica premajhne 




  ,    (2.8) 
 
kjer je t čas trajanja pulza v s, Z impendanca bremena v Ω in C kapacitivnost 
kondenzatorja v faradih.  
Pri izračunih smo predvidevali, da imamo na voljo idealni kondenzator, kar pa še 
posebej pri zaporedni vezavi kondenzatorjev povsem ne drži: v večini elektroporatorjev 
se v ta namen uporabljajo elektrolitski kondenzatorji, ki morajo imeti zaradi zaporedne 
vezave paralelno vezane izenačevalne upore, ki preprečujejo neenakomerno 
porazdelitev napetosti na kondenzatorjih a obenem tudi praznijo kondenzatorje. 
Uporaba kvalitetnejših folijskih kondenzatorjev pa je zaradi velikosti in tudi cene dokaj 
redka. 
Moč na bremenu, ob upoštevanju parametrov, ki so dokaj običajni pri laboratorijskih 
poskusih (5 kV, 20 A, 1 ms, 1 Hz), je 100 W, kar pomeni, da moramo imeti na voljo  
napetostni vir, ki je vsaj 30 % močnejši ob upoštevanju slabšega izkoristka nastavljivih 
virov in izgub na zaščitnem uporu ter polprevodniškem visokonapetostnem stikalu. 
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Slika 2.12: Potrebna moč za generiranje pulzov pri napetosti 5 kV in 
impendanci bremena 250 Ω oziroma prevodnosti 4 mS v odvisnosti od 
frekvence delovanja in širine pulza. Ker večina komercialnih 
elektroporatorjev nima visokonapetostnih napajalnih virov z močjo 
preko 100 W, je generiranje pulzov s širino nad 1 ms omejeno.  
Področje na sliki 2.12, označeno s črnim okvirjem,  kaže možne širine  pulzov v 
odvisnosti od moči enosmernega vira in ponavljalne frekvence dovajanja pulzov. Če 
izhajamo iz realnih razmer, ki so prisotne pri poskusih, lahko ocenimo, da je potrebna 
moč visokonapetostnega napajalnega vira za elektroporator, ki je namenjen za 
neprekinjeno, torej trajno delovanje, blizu 1 kW. Ker je hitrost pretoka skozi testno 
komoro premosorazmerna frekvenci dovajanja pulzov, lahko s povečanjem frekvence 
delovanja poratorja pomembno skrajšamo čas poskusov (poglavje 3.7). Glede na 
maksimalno napetost (5000 V) in prej izračunane vrednosti minimalnega kondenzatorja 
C, moramo le-tega povečati, če hočemo zagotoviti primerno zalogo energije za 
delovanje pri višji frekvenci. To naredimo tako, da izberemo primerne kondenzatorje ter 
jih vežemo zaporedno, da dobimo ustrezno delovno napetost nadomestnega vezja: pri 
vezavi 12 x 1000 μF dobimo nadomestno kapacitivnost 83,3 μF; če jih napolnimo na 
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S zaporedno vezavo kondenzatorjev pridobimo višjo delovno napetost kondenzatorjev a 
manjšo zalogo energije, ki ni dovolj velika pri nekoliko bolj zahtevnih pogojih 
elektroporacije pri U=4000 V, I=50 A, 𝜏𝜏=5 ms, f=1 Hz po enačbi 2.1: 
𝑊𝑊 = 𝑈𝑈 ∙ 𝐼𝐼 ∙ 𝜏𝜏 = 4000 𝑉𝑉 ∙ 50 𝐴𝐴 ∙ 5 ∙ 10−3 𝑠𝑠 ∙ 1 𝐻𝐻𝐻𝐻 = 1000 𝐽𝐽 . 
Ker pri poskusih s pretočnimi sistemi običajno skušamo doseči čimvečji pretok skozi 
komoro, je uporaba frekvence 1 Hz bolj izjema kot pravilo. Pri povišani frekvenci na 10 
Hz pa bi bila potrebna shranjena energija že 10 000 J, kar pa je za laboratorijske 
naprave sprejemljivih dimenzij nedosegljivo.  
Sicer pa so razmere pri elektroporaciji dokaj nepredvidljive, ker imamo opravka z 
biološkimi materiali, ki imajo različne prevodnosti in kapacitivnosti, razen tega pa se te 
lastnosti med elektroporacijo precej spreminjajo. Zato moramo pred poskusi vedno 
narediti tudi analizo možne obremenitve naprave glede energije, tokov in možnosti 
prebojev; minimalni ukrep je merjenje prevodnosti. Med poskusom pa moramo obvezno 
meriti poleg napetosti tudi tok in na podlagi teh meritev izračunati porabljeno energijo 





3 Komore za elektroporacijo 
23 


























preizkušanec (Kotnik, 2003) in tako vpliva na rezultate. Izolacijski del je izdelan iz 
polikarbonata, ki se je izkazal kot primeren material za tovrstno uporabo. Ker je razdalja 
med elektrodama sorazmerno majhna (največkrat se uporabljajo 1 mm in 2 mm kivete), 
lahko pride do preboja preiskusne snovi med elektrodama v primeru, ko uporabimo 
pulze višjih napetosti pri vsebini kivete, ki ima večjo specifično prevodnost. Za analizo 
mejnih vrednosti amplitude pulzov smo naredili poskuse pri različnih 
koncentracijah/prevodnostih testnega vzorca za dokaj pogosto uporabljene tekočine; E-
coli in raztopino NaCl (tabela 3.1, tabela 3.2 in slika 3.4, slika 3.5). Poskuse smo 
naredili pri temperaturi vzorca 22 °C in pri minimalnem številu pulzov (napetost smo 
polagoma višali, dokler ni prišlo do preboja, zato je bilo število pulzov pri prvem 
poskusu vedno  različno; pri ponovitvi poskusa smo skušali število pulzov do nastanka 
preboja čimbolj zmanjšati). 



















1 mm kiveta 
[kV] 
2 mm kiveta 
[kV] 
[0] 310 1,5 2,2 
[-1] 33 1,8 3,0 
[-2] 4,9 2,2 3,5 
[-3] 2,2 3,5 4 
[-4] 1,9 >4 >4 
voda 1,9 >4 >4 
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1 mm kiveta 
[kV] 
2 mm kiveta 
[kV] 
0,9 16000 1 1,7 
0,09 1800 1,5 2,0 
0,009 200 1,7 2,5 
0,0009 4 1,8 3,5 









Slika 3.5: Prebojna napetost v komori v odvisnosti od 
koncentracije/prevodnosti preizkušanca 
Pri poskusih smo izhajali iz najbolj pogostih, v laboratoriju uporabljenih koncentracij, 
pri katerih smo predhodno izmerili prevodnost, zato je v tabeli prikazana odvisnost med 
koncentracijo E-coli, NaCl in napetostjo pulza. Podatek, pri kateri koncentraciji nastopi 
preboj, je bil za delo v laboratoriju bolj uporaben kot podatek o prevodnosti. S poskusi 
smo določili korelacijo med napetostjo med elektrodama, prevodnostjo snovi in 
prebojem. Dielektrični preboj povzroči iskro, ki povzroči uničenje vzorca in poškodbo 
elektrod, poškodbo cele komore, lahko pa tudi eksplozijo komore in iztekanje testnega 
vzorca, verjetno zaradi povečanega pritiska, ki nastane kot posledica uparjenja vzorca. 
Zato presenečajo podatki nekaterih avtorjev (McDonald 2000), da so dovajali pulze z 
napetostjo 35 kV na komoro z razdaljo med elektrodami 5 mm; kot medij so uporabili 
pomarančni sok, ki ima približno 4 mS/cm. Vsi naši poskusi v laboratoriju so potrdili 
rezultate iz poskusov, prikazanih v tabelah 3.1 in 3.2. in ovrgli podatke ki jih navaja prej 
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Ploščate elektrode (slika 3.3) so zelo podobne kivetam. Njihova prednost je, da lahko 
nastavljamo razdaljo med elektrodama, in večkratna uporaba (lahko jih čistimo, 
razkužujemo). Slabost je neenakomerna porazdelitev kapljice, možnost iztekanja 
tekočine izmed elektrod, predvsem pri velikem toku (preboju) zato moramo elektrode 
ustrezno zaščititi (npr. z ohišjem iz akrila). 
Tlačna komora na sliki 3.6 je namenjena dvojni vlogi: stiskanju preizkušanca in 
elektroporaciji. Je približek industrijskim sistemom, kjer se za ekstrakcijo v precejšnji 
meri uporabljajo metode stiskanja vzorca. Tako lahko naredimo primerjavo ekstrakcije 
v obeh pogojih: samo s pritiskom ali pa s pritiskom in elektroporacijo istočasno. Zaradi 
enakih pogojev (pritiska, površine in oblike stiskalnice) so rezultati poskusov lahko 
dokaj objektivni. 
 
Sika 3.6: Stiskalnica: Na vrhu stiskalnice je prostor za uteži, s katerimi 
določimo tlak na vzorec. Spodnja elektroda je perforirana, da lahko 
ekstrakt odteka v posodo pod stiskalnico. 
Težava, ki se pojavi pri stiskalnici, je povečana električna poljska jakost na vzorcu: 
zaradi pritiska (uteži) se volumen/debelina vzorca zmanjša in s tem razdalja med 
spodnjo in zgornjo, gibljivo elektrodo. To v nekaterih primerih povzroči večji tok med 
elektrodama, pri nekaterih vzorcih, kjer je ekstrakt olje, pa lahko tok skozi vzorec 
ostane enak ali pa se celo zmanjša. Olje namreč deluje kot izolator in zato kljub 
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ter A površina elektrode [m2]. 
Električno energijo posameznega pulza pravokotne oblike izračunamo: 
𝑊𝑊 = 𝑈𝑈. 𝐼𝐼. 𝜏𝜏     ,                                                   (3.3) 
kjer je 𝜏𝜏 širina pulza v [s]. 





𝑊𝑊𝑝𝑝 [kJ/l]    ,                                                (3.4) 
kjer je f frekvenca [𝑠𝑠−1] 
in q je pretok [l 𝑠𝑠−1]. 
Električna energija,  spremenjena v Joulske izgube, je odvisna od toplotne kapacitete : 
𝑊𝑊𝑗𝑗 = 𝛿𝛿 𝐸𝐸   ,                                                         (3.5) 
kjer je 𝛿𝛿 električna prevodnost v [S 𝑚𝑚−1]. 




.                                                                          (3.6) 
kjer je 𝑐𝑐𝑝𝑝 toplotna kapaciteta snovi [kJ kg−1 K−1]. 
Želeni pretok skozi komoro je odvisen od prostornine aktivnega dela v komori 




 [l/s] ,                                                         (3.7) 
kjer je q pretok skozi komoro [l𝑠𝑠−1] , 
Qv volumen komore na področju delovanja električnega polja [l], 
f frekvenca pulzov iz generatorja in n število pulzov. 
Rezidenčni čas je čas, ko celice ob želenem pretoku q potujejo skozi del komore, 




  [s]   .                                                      (3.8) 
Iz rezidenčnega časa pa izračunamo potrebno frekvenco pulzov, tako da je vsa 
populacija celic izpostavljena želenemu številu pulzov: 
 f= 1
𝑡𝑡𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟
 [Hz].                                            (3.9) 
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V praksi je sicer najbolj enostavno, če določimo frekvenco pulzov in nato iz tega 
določimo pretok. Določimo še celotni čas elektroporacije, to je čas, ki je potreben, da 
obdelamo vso tekočino, ki jo hočemo porirati: 
𝑡𝑡 = 𝑄𝑄𝑐𝑐
𝑞𝑞
 [s]  ,                                                        (3.10) 
kjer je 𝑄𝑄𝑠𝑠 volumen vse tekočine, ki jo hočemo porirati. Izračunamo še čas 
elektroporacije: 
𝑡𝑡𝑝𝑝𝑠𝑠𝑓𝑓 = 𝑛𝑛 𝜏𝜏 [s] .                                                    (3.11) 
 
Naredimo še izračun za obe pri nas uporabljeni pretočni komori (slika 3.2): 
Prostornina linearne komore je 𝑄𝑄 = 0,0004 𝑙𝑙 in obročne 𝑄𝑄 = 0,0012 𝑙𝑙. Po formuli (3.7) 
izračunamo pretok za obe komori, s tem da predpostavimo ponavljalno frekvenco 
dovedenih pulzov 10 Hz. 
Pretok skozi linearno komoro moramo nastaviti na q=0,24 l/min, skozi obročno komoro 
pa na q= 0,72 l/min. 
 
Težave pri pretočnih komorah 
Pretočne komore so namenjene neprekinjenem delovanju, ki lahko traja dlje časa. Ker 
se ob elektroporaciji sprošča precej energije, pride v komori do nezaželenih posledic: 
korozija elektrod, nastajanje plinov (mehurčkov), kar vse povzroča težave pri 
elektroporaciji.  Med delovanjem je največ težav zaradi sproščanja plinov v obliki 
mehurčkov, kar ima za posledico preboje in ekstremno povišanje električnega toka 
(slika 3.9). Kot je videti na sliki, je nastopil preboj po dočenem času trajanja pulza, v 
tem primeru po 50 μs. Včasih se da izogniti preboju z uporabo krajših pulzov, vendar to 
ne učinkuje vedno. Mehurčki so večinoma posledica elektrolize, lahko pa tudi 
preostanki zraka v pretočnem sistemu. Temu se da delno izogniti, če sistem deluje s 
povečanim tlakom, kar pa je v laboratorijskih pogojih težko zagotoviti. Zato načrtujemo 
pri novi izvedbi komore odzračevalni sistem. Manjša težava pri pretočnih sistemih v 
laboratorijskih pogojih je korozija elektrod (slika 3.11). Korozija je posledica 
enosmernega električnega polja med elektrodami in je lahko pospešena zaradi sestave 
tekočin (sokovi) ter neposrečene konstrukcije elektrod. Pri konstrukciji elektrod 
moramo izračunati porazdelitve električnega polja in jih konstruirati tako, da se 
izogibamo zgostitvam  električnega polja (slika 3.10) in visoki gostoti toka. 




Slika 3.9: Tipičen »preboj« v testni komori: Napetost pulza 2,6 kV 
(zelen), tok 100 A (rumen). Merjeno preko merilnega vmesnika (1 V=1 
kV, 1 V=10 A). 
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Slika 3.15: Nova obročna komora, razvita v Laboratoriju za 
biokibernetiko 
Medtem ko so pri obročasti komori težave s koncentracijo električnega polja, so pri 
linearni komori težave s tesnenjem komore. Komore morajo biti zaradi čiščenja 
enostavno razstavljive, kar pa otežuje tesnenje, ker so vsa tesnila, ki niso obročaste 
(komercialne) izvedbe, nerodna in slabo tesnijo. Linearne pretočne komore imajo 
nekatere prednosti in nekatere pomanjkljivosti pred obročni komorami: 
Tabela 3.3: Razlike med linearno in obročno komoro 
 Linearna komora Obročna komora 
Aktivno področje + veliko - majhno 
Impedanca - majhna + zmerna 
Tesnenje - problematično + dobro 
Korozija + zmerna - problematična 
 
Pri linearni komori je aktivno področje veliko, kar pomeni, da je rezidenčni čas (tr) 
dolg in lahko dovedemo več pulzov kot pri enakem pretoku pri obročni komori, zato je 
primerna za enopretočne sisteme. Slabost je nižja impedanca zaradi večje površine 


=     
/ =
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ključen parameter pri izračunu rezidenčnega časa (tres) hitrost pretoka (m/s) in 
izračunajo ta čas s pomočjo dolžine področja delovanja polja (treatmen zone). Nerodno 
pri temu izračunu je to, da s črpalkami nastavljamo pretok, ne pa hitrosti pretoka, zato 
moramo v tokokrog vključiti še merilnik hitrosti pretoka, kar pa še dodatno oteži 
poskuse v laboratorijskem okolju. V komorah so večkrat zožitve premera, posledica 
tega je hitrejši pretok na področju zožitve, kar pomeni tudi krajši rezidenčni čas in 
verjetnost, da dela pretoka skozi komore ne obdelamo s pulzi, oziroma da celice/vzorec 
izpostavimo manjšemu številu pulzov od nastavljene vrednosti. 
Drugi resnejši problem je izračun vnešene energije oziroma specifične energije, ki ju 
izračunamo po formuli 3.4 ali 3.13. Večina avtorjev namreč navaja samo podatke o 
prevodnosti preizkušanca, uporabljeni električni poljski jakosti, o širini pulza in 
frekvenci pulza, nič pa o izmerjenih tokovih. Te enostavno izračunajo iz izmerjenih 
podatkov o prevodnosti preizkušanega vzorca s konduktometrom. Meritev prevodnosti s 
konduktometrom pa ni vedno realna, ker je merilna napetost pri konduktometrih največ 
nekaj voltov (napetost baterije), napetost pri poskusih pa med nekaj sto in nekaj tisoč 
voltih, torej pri napetostih, pri katerih se prevodnost merjene snovi bistveno spremeni. 
Pri tem pa naredijo še eno napako: ne upoštevajo skin efekta, ki bi ga pri pulzih širine 
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4 Materiali in metode 
4 .1 Zasnova visokoenergijske naprave za elektroporacijo  
Na podlagi dolgoletnih izkušenj z elektroporacijo in na podlagi analiz (npr. poglavje 
2.2) v Laboratoriju za biokibernetiko razvijamo večinoma naprave za elektroporacijo, ki 
generirajo pravokotne pulze. To nam daje možnost, da lahko realno izmerimo in 
ocenimo parametre elektroporacije in povezavo med njimi in njihovimi učinki. Ker smo 
nameravali izvajati poskuse na področju predelave hrane, kjer se večinoma uporablja 
ireverzibilna elektroporacija, torej visoke električne poljske jakosti in visoki tokovi ter 
možnost neprekinjenega delovanja, je to nakazalo smer zasnove novega 
visokoenergijskega generatorja električnih pulzov. Prvi korak v tej smeri je bil 
»Visokodinamični pulzni napetostni vir za in vivo elektropermeabilizacijo« - odlična 
naprava, ki jo je razvil doc. dr. M. Petkovšek (slika 4.1):  
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Zasnova vira je zelo domiselna in temelji na serijski vezavi različnih »napetostno 
utežnih virov«, s katerimi je možno sestaviti pulze poljubne oblike in poljubne 
napetosti. Naprava ima pravzaprav samo eno pomanjkljivost: maksimalna napetost 
pulzov je nekaj čez 1000 V, kar je za poskuse na področju prehrane odločno premalo, za 
kar je »krivec« izhodni del - tranzistorski mostič. Ta sicer omogoča generiranje 
bipolarnih pulzov, ne omogoča pa  uporabe višjih napetosti od 1000 V. Ideja o serijsko 
vezanih virih pa je nedvomno zelo dobra in bi jo bilo mogoče izpopolniti ter uporabiti 
pri gradnji visokonapetostnih virov.  
Večina na trgu dostopnih elektroporatorjev ima maksimalno izhodno napetost največ 
3000 V, običajno pa imajo tudi nedoločljive podatke o maksimalnem toku in 
razpoložljivi energiji. Na podlagi analize poskusov, ki so bili opravljeni tudi pri drugih 
(vodilnih) raziskovalnih skupinah po svetu, smo prišli do okvirnih podatkov o potrebnih 
lastnostih nove naprave: 
- maksimalna izhodna napetost najmanj 5000 V, 
- maksimalni izhodni tok vsaj 50 A (ali bolje 100 A), 
- ponavljalna frekvenca delovanja vsaj 10 Hz, 
- širina pulzov od 10 μs do 10 ms, 
- možnost neprekinjenega delovanja, 
- oblika pulzov pravokotna s kratkimi dvižnimi in upadnimi časi (< 1 μs), 
- naprava mora biti prenosna (≤ 20 kg). 
Nekatere zahteve so bile spremenjene kasneje: širino pulzov 10 μs smo dogradili po 
poskusih na področju pasterizacije sokov, ko smo ugotovili, da s krajšim pulzom 
zmanjšamo možnost preboja v pretočni komori. Obenem je bila povečana ponavljalna 
frekvenca delovanja na 100 Hz - kot logična posledica krajših pulzov. Za najbolj 
daljnosežno in koristno se je pokazala zahteva za prenosnost naprave. Poskuse smo 
opravljali na več lokacijah: na Biotehniški fakulteti, na Kemijskem inštitutu, na 
Nacionalnem inštitutu za biologijo, na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo in na 
Cobik-u v Ajdovščini. Brez lahke, prenosne naprave, bi to bilo zelo težko. 
 
Izhodna napetost 
Pri preklapljanju napetosti do 1000 V pri sedanji izbiri polprevodniških elementov 
praviloma ni težav. Na voljo je množica polprevodnikov, ki so po vseh parametrih 
primerni za hitro preklapljanje do 1000 V pri dokaj visokih tokovih, ki jih lahko še 
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povečamo s paralelnimi vezavami. Za napetosti nad 1000 V pa se število primernih 
polprevodnikov hitro zmanjša. Za hitre preklope so primerni pravzaprav samo IGBT in 
MOSFET transistorji, večinoma v SiC tehnologiji. Obstaja nekaj polprevodnikov, ki 
imajo zaporno napetost več kV (Powerex), vendar so težko dosegljivi, izjemno dragi 
(>1000 €), ali pa so kot razvojni prototipi na voljo samo izbranim uporabnikom. Za 
razvoj preklopnega vezja so večinoma na voljo samo polprevodniki z zaporno 
napetostjo do 1,7 kV. 
Preklopni tok 
Preklopne tokove do 100 A  lahko dosežemo s polprevodniki, ki so na voljo, oziroma s 
paralelnimi vezavami. Težava je, kako realizirati učinkovito zaščito pred tokovnimi 
preobremenitvami. 
Širina pulza 
Že z izbiro hitrejših IGBT polprevodnikov lahko generiramo pulze širine 10 μs  s 
sprejemljivimi vklopnimi in izklopnimi časi, za širino pulza 1 μs  pa moramo uporabiti 
 (SiC) MOSFET transistorje. 
Ponavljalna frekvenca 
Omejitve delovanja na najvišji frekvenci (1000 Hz) ne predstavljajo polprevodniki, pač 
pa moč vira oziroma velikost hranilnika enegije (kondenzatorja C na sliki 2.11), ki 
morata zagotavljati dovolj veliko zalogo energije, da ne pride do prevelikega upada 
napetosti pulza med trajanjem in  se ne zmanjša amplituda naslednjega pulza. 
Preklopna moč 
Oviri pri zagotavljanju največje preklopne moči sta:  zaščitni rele, s katerim vklopimo 
izhod visokonapetostnega stikala med delovanjem in ima zaradi velikih kontaknih 
obremenitev omejeno življenjsko dobo, ter seveda moč napetostnega vira. 
 
Pristop k razvoju naprave 
Za razvijalca zahteve, razen maksimalne napetosti (najmanj 5000 V), niti niso preveč 
zahtevne,  zahteva po izhodni napetosti 5000 V predstavlja jedro vseh težav pri gradnji 
takšne naprave. Pravzaprav je težava dvojna: generirati moramo ustrezno visoko 
napetost in generirati visokonapetostne pulze. Sicer se lahko z nekaterimi rešitvami 
izognemo potrebi po visoki enosmerni napetosti (če uporabimo izhodni transformator, 
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ali pa generiramo pulze z Marxovim generatorjem), vendar imajo tudi te rešitve svoje 
pomanjkljivosti in se v laboratorijskih pogojih redkeje uporabljajo. Dokaj pogosta 
rešitev pri generiranju visokonapetostnih pulzov je uporaba serijske vezave 
polprevodniških elementov. Nastala je kot posledica prepočasnega razvoja 
visokonapetostnih polprevodnikov.  
Tudi če bi izbrali nekajkilovoltni diskretni polprevodnik, ki bi trenutno ustrezal našim 
zahtevam, je to pravzaprav slepa ulica, ker bi pri predvidenem povečanju delovne 
napetosti morali uporabiti serijsko vezavo, ki bi bila  z »butičnimi« elementi nesmiselna 
zaradi cene in dobavnih rokov. Razen tega imajo polprevodniki, grajeni za ekstremno 
visoke zaporne napetosti, praviloma slabše statične in dinamične lastnosti od 
polprevodnikov iz »standardnega« področja. To so dokazali M. Mezaroba 2007, J. Biela 
2008 in še nekateri, ki so s serijsko vezavo dosegli odlične rezultate. Ne nazadnje se s 
serijskimi vezavami zelo aktivno ukvarjajo na ETH v Zürichu, ki spada med vodilne 
razvijalce močnostne elektronike v Evropi. Zaradi naštetih razlogov smo se pri zasnovi 
naprave osredotočili predvsem na serijsko izvedbo visokonapetostnega stikala, ki je 
najpomembnejši del naprave. Stikalo naj bi bilo zgrajeno tako, da bi bilo možno kasneje 
povečati njegove zmožnosti predvsem glede delovne napetosti. Pomemben razlog za 
odločitev za izvedbo visokonapetostnega stikala s serijsko vezavo polprevodnikov je 
sorazmerno velika izbira primernih polprevodnikov, ki so tudi cenovno zelo dostopni. 
Kot smo ugotovili v poglavju 2.3 (slika 2.12), za kontinuirano delovanje naprave 
potrebujemo močan in zanesljiv vir napetosti, ki mora biti nastavljiv od 0 do 5000 V.  
Zato smo izbrali topologijo, ki omogoča razvoj virov za večje moči, mostično vezje. 
Odločali smo se med preizkušeno »hard–switching« izvedbo in novejšo PSFB 
topologijo (Phase Shifted Full Bridge). Kot začasno izvedbo nastavljivega napajalnega 
vira smo uporabili vezavo variaka in visokonapetostnega ločilnega transformatorja, ki 
se je izkazala kot zelo zanesljiva. Zelo zahtevna je bila tudi izbira polnilnega 
kondenzatorja, ki shranjuje energijo »hranilnika«, potrebno za generiranje pulzov. 
Idealna bi bila izbira folijskih kondenzatorjev, vendar pa sta nas njihova prostornina in 
cena prepričala, da smo uporabili serijsko vezavo elektrolitskih kondenzatorjev. Razvoj 
visokonapetostnih kondenzatorjev je po zamenjavi elektronk s polprevodniki zastal in 
šele nedavno zaradi silnega razvoja močnostne elektronike, predvsem na področju 
pogonov in energetike, ponovno oživel, tako da lahko v bližnji prihodnosti pričakujemo 




4 Materiali in metode 
45 
Karel Flisar: Visokoenergijska naprava za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
 
Slika 4.4: Preizkušanje tabličnega osciloskopa in merilnega vmesnika za 
tok in napetost (oranžno ohišje). Opazovanje toka in napetosti pulza na 
ohmskem bremenu. 
Z vgradnjo tabličnega osciloskopa bi olajšali delo v laboratoriju, kjer med drugim 
večkrat primanjkuje prostora, posebno pri poskusih na pretočnih sistemih, pri katerih se 
uporablja precej dodatne opreme. Osciloskop se upravlja preko zaslona na dotik,  zato je 
zelo primeren za delo v bioloških laboratorijih. Možno je nastaviti matematične 
funkcije, s katerimi bi lahko sproti izračunali vnešeno energijo na podlagi podatkov iz 
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4.1.1 Visokonapetostno stikalo, grajeno s polprevodniki  
 
V prejšnjih poglavjih smo ugotovili, da so za poskuse na področju elektroporacije 
najbolj primerni pulzi pravokotne oblike. Te pulze najlažje realiziramo s 






C                                                                 
Slika 4.5: Možne izvedbe generiranja visokonapetostnih pulzov: A) 
serijska vezava polprevodnikov, B) izhodni transformator, C) Marxov 
generator. 
Na prvi pogled je videti uporaba visokonapetostnega transformatorja najbolj enostavna, 
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namreč generiranje kratkih in dolgih pulzov z istim tranformatorjem. Razen tega mora 
biti tak visokonapetostni transformator ustrezno zaščiten pred preboji na sekundarni 
strani, za kar se večinoma uporablja posebno transformatorsko olje, ki pa skupaj z 
ohišjem občutno poveča težo naprave. Zato se ta način generiranja pulzov uporablja 
predvsem v industrijskih napravah večjih moči (preko 5 kW). Marxov generator je 
lahko dobra rešitev za generiranje visokonapetostnih pulzov. Njegova slabost je, da 
moramo krmiliti več polprevodnikov, prednost pa, da potrebujemo nižjo napajalno 
napetost.  
Za generiranje pulzov s širokim področjem trajanja, primernim za eksperimentalno delo 
v laboratorijih, je ustrezen generator, kjer generiramo/preklapljamo pulze s 
polprevodniškimi elementi, zato se bomo osredotočili na ta način izvedbe generatorja.  
Osnovni element takega generatorja je polprevodniško stikalo, ki je lahko izdelano v 
različnih tehnologijah: bipolarni transistor, IGBT, MOSFET in JFET, če omenimo samo 
nekatere, ki pridejo v poštev za visokonapetostne preklope. Tu seveda ne smemo 
pozabiti na razne vrste tiristorjev, ki pa so namenjeni predvsem za preklope zelo visokih 
moči. Uporabljajo se skoraj izključno v energetiki in v nekaterih večjih industrijskih 
napravah, pri čemer velja omeniti, da hitrost njihovega delovanja/preklapljanja ni 
posebno visoka. 
Ker so polprevodniki ključni elementi stikal, si jih moramo nekoliko podrobneje 
ogledati. Naša uporaba polprevodnikov je v visokonapetostnem območju, zato se 
omejimo samo na polprevodnike z delovno napetostjo nad 1000 V; običajno je 
»standardizirana« napetost 1200 V. Seveda pa nas zanima preklapljanje višjih napetosti 
od 1200 V. Kaj sedaj? Ena možnost je poiskati polprevodnike, ki delujejo na nekaj tisoč 
voltih in so narejeni v obliki raznih hibridnih variant ali razvojnih vzorcev, druga 
možnost pa je serijska vezava polprevodnikov. Takoj se nam ponuja serijska vezava 
polprevodnikov: sestavimo nekaj polprevodnikov, uredimo krmiljenje in po potrebi 
dodamo še kakšen element za enakomerno porazdelitev napetosti na polprevodnikih in 
problem se zdi rešen. Vendar žal ni tako; pri serijski vezavi polprevodnikov se namreč 
pojavi precej težav predvsem s pravilno porazdelitvijo napetosti na polprevodnikih. Še 
dodaten problem pa se pojavi, če spreminjamo enosmerno napetost (DClink), ko 
hočemo generirati pulze različnih amplitud; takrat postanejo nekatera sicer enostavna 
porazdelitvena/ balančna vezja neuporabna. Tudi krmiljenje polprevodnikov lahko 
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povzroča težave, vendar je to z novejšimi optičnimi elementi sorazmerno enostavno 
rešljivo. Zelo resen problem predstavlja tudi napajanje  polprevodnikov oziroma 
njihovega krmilja: vsak polprevodnik, vezan v serijo, je na višjem potencialu, ki je 
lahko višji od prebojne napetosti napajalnega vira in lahko pride do preboja izolacijskih 
materialov v teh napajalnih virih. Sicer je možno vsakemu polprevodniku dodati 
posebna napajalna vezja, ki zajemajo energijo neposredno iz serijske veje 
polprevodnikov, vendar ima tudi ta izvedba določene omejitve: uporabna je samo pri 
fiksni napajalni napetosti. Tudi velikost serijskih povezav povzroča zelo resno težavo: 
zaradi dolžine vezi glavne veje polprevodnikov se pojavi parazitska induktivnost, ki 
lahko povzroči hude težave pri hitrih preklopih polprevodnikov - celo odpovedi. 
Na temelju vsega naštetega lahko sklenemo, da edino resno omejitev predstavlja izbira 
polprevodnikov glede zaporne napetosti. Kot je bilo omenjeno, nekajkilovoltni 
polprevodniki praktično niso dostopni in so zaradi visoke cene za raziskovalne 
projekte/skupine težje dosegljivi. Obenem pa imajo nekajkilovoltni polprevodniki tudi 
dokaj omejene dinamične lastnosti posebno glede preklopnih časov. Kot primerna 
rešitev za visokonapetostne preklope se nam ponuja serijska vezava polprevodnikov, ki 
ima več prednosti: polprevodniki so dosegljivi in poceni, dinamične lastnosti serijskega 
vezja so najmanj enakovredne lastnostim ekvivalentnega nekajkilovoltnega 
polprevodnika, možna je vezava večjega števila polprevodnikov v serijo, kar omogoča 
doseganje višjih delovnih napetosti stikala. Proženje serijske povezave polprevodnikov 
lahko realiziramo s pasivnim (4.6) ali aktivnim (4.8, 4.9) proženjem polprevodnikov. 
Prednosti in pomanjkljivosti različnih serijskih vezav so razvidne iz tabele 4.1: 
 
Tabela 4.1: Serijske vezave polprevodnikov 
 Pasivno proženje Aktivno proženjee s transformatorji 
Aktivno proženje 
z optičnimi vlakni  
Lastno napajanje da da ne 
Hitrost dobra omejena dobra 
Širina pulza delno omejena omejena dobra 
Spreminjanje  
HVDC ne da da 
Prebojna trdnost omejena omejena visoka 
Volumen majhen velik srednji 
Dodatna elektronika ne ne? da 
Cena/zahtevnost nizka visoka srednja 
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Slika 4.6: Pasivno prožena serijska vezava polprevodnikov 
 
Pasivno krmiljenje polprevodnikov je precej razširjeno, vendar ima pomembno 
pomanjkljivost, in to je, da ne moremo spreminjati visoke napajalne napetosti 
(DCLink), s katero nastavljamo amplitudo pulza, zato je za nas praktično neuporabno. 
Pri aktivnem krmiljenju polprevodnikov (slika 4.8, 4.9) lahko izločimo možnost 
krmiljenja z integriranimi transformatorji zaradi premajhne prebojne trdnosti in kot 
manj primerno tudi uporabo optičnih sklopnikov zaradi slabših lastnosti, kot jih ima 
krmiljenje z optičnimi vlakni. 
Proženje polprevodnikov (še posebej v serijski vezavi) je dokaj zahtevno, uporablja se 
množica različnih rešitev, ki pa imajo prednosti in slabosti (slika 4.7). Za proženje 
polprevodnikov v visokonapetostni serijski vezavi je dokaj logočna izbira proženja s 
pomočjo optičnega vlakna, ker rešuje največjo težavo – prebojno trdnost na enostaven 
in popolnoma zanesljiv način. Seveda pa je proženje enega polprevodnika z uporabo 
optičnega vlakna neracionalno, z optičnim sklopnikom pa konkurenčno ostalim 
(transformatorskim) rešitvam. Proženja z optičnimi sklopniki za proženjee posamičnih 
transistorjev (npr. v mostičnih vezavah) vedno bolj prodirajo in zamenjujejo ostale 
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Serijska vezava polprevodnikov s transformatorji je sicer primerna za našo aplikacijo, 
ker lahko spreminjamo visoko napajalno napetost. Ima pa nekaj pomanjkljivosti, 
predvsem zaradi zahtevne izdelave tranformatorjev, ki zelo povečajo volumen krmilja, 
obenem pa imajo omejeno prebojno trdnost. 
 
          
Slika 4.9: Aktivno krmiljena serijska vezava  z optičnimi vlakni 
Serijska vezava z optičnimi vlakni zagotavlja visoko prebojno trdnost in skoraj poljubno 
razdaljo med krmiljem in izhodnimi polprevodniki. Ima pa pomankljivost, da zahteva 
dodatno napajanje, ki ga enostavno, kakovostno in poceni realiziramo z miniaturnimi 
DC/DC pretvorniki. Uporaba optičnih vlaken praviloma za sabo potegne tudi uporabo 
dodatnega ojačevalnega vezja za krmiljenje vrat visokonapetostnega transistorja. 
Lahko torej ugotovimo, da nobena ob obeh opisanih izvedb aktivnega proženja ni 
dominantna v vseh pogledih. Zato se razvijalci odločajo za tisto izvedbo, ki je za dano 
aplikacijo bolj primerna. Naša odločitev je bila izbira optičnega proženja z uporabo 
optičnih vlaken predvsem zaradi nameravanega povečanja števila serijsko vezanih 
polprevodnikov in s tem zahteve po večji prebojni trdnosti.  
Balančne tehnike 
Pri serijski vezavi polprevodnikov teče skoznje praviloma enak tok, medtem ko 
porazdeljena napetost na polprevodnikih nikoli ni popolnoma enaka. Vzrok za različne 
napetosti na serijsko vezanih polprevodnikih so lahko različni polprevodniki (čeprav 
enakega  tipa in od istega proizvajalca, položaj na vezju (parazitske induktivnosti ipd.) 
in razlike v proženju polprevodnikov. 
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Razen tega pa večje število elektronskih komponent vnaša zakasnitev krmiljenja 
močnostnih polprevodnikov, ali pa povzroča neželena nihanja.  
                                     
   A     B 
Slika 4.11: A ) Vezje z referenčno žagasto napetostjo. B) Vezje z balančnim  
tranformatorjem. 
RC/du/dt vezje je zato sprejemljiv kompromis, saj združuje lastnosti pasivne in aktivne 
balančne tehnike in je razmeroma enostavno (slika 4.12). Vezje ima pasivno kontrolo 
preko uporov R1 in R2 in obenem aktivno preko kondenzatorjev C1 in C2. 
Kondenzatorja in upora sta napetostna delilnika, ki preko diode (D1) in vrat krmilita 
polprevodnik. Vsaka hitra sprememba napetosti se namreč preko kondezatorjev takoj  
prenese na vrata polprevodnika in jih zapre ali odpre. Pomanjkljivost te vezave so 
razmeroma veliki kondenzatorji  in visokonapetostni upori, zato za hibridne izvedbe ni 
najbolj ugodna.  
 
Slika 4.12: Balančno vezje RCdv/dt  
Pravzaprav so vsa vezja za balansiranje nujno zlo, ki pa je manjše, če uporabljamo 
fiksno napajalno napetost. Zelo velika pomanjkljivost teh vezav pa je prečni tok, ki teče 
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sliki 4.12 deluje kot samostojna celica in ima lastno napajanje in lastno krmiljenje, kar 
sicer nekoliko podraži izvedbo, vendar pa ne potrebujemo razbremenjevalnih (ang. 
snubber) vezij na bremenski strani. Vezje ima tudi zanemarljiv vpliv na preklopne čase, 
kar posledično pomeni manjše stikalne izgube. 
Delovanje RC/du/dt vezja lahko razložimo na poenostavljeni vezavi dveh serijsko 
vezanih polprevodnikov (slika 4.12 in 4.13). 
  
Slika 4.13: Serijska vezava dveh polprevodnikov z balančnim 
vezjem RC/du/dt. Kondenzator C1 smo označili z virom Ca;  C2 z 
Cb in C3  z virom Cc ter C4 z Cd. 
Napetost na uporih R1 in R2 porazdeli napetost na kondenzatorjih C1 in C2 (slika 4.12); 
ker je vrednost kondenzatorja C1 bistveno (10 krat) večja od kondezatorja C2, lahko C1 
prikažemo kot napetostni vir (Ca na sliki 4.13) in analogno C3 kot vir Cc. 
Kondenzatorja Ca in Cc delujeta kot napetostna vira vsak s polovico napajalne 
napetosti. Ko se pojavi na polprevodniku prenapetost, se ta pojavi predvsem na 
kondenzatorjih Cb in Cd, ki sta manjša  (kondenzatorja Ca in Cc zaradi svoje velikosti 
ne čutita spremembe) in se kot povratna vezava pojavi na vratih polprevodnika, ki ga 
odpre toliko, da se napetost ustrezno zmanjša. Vendar pa hitra sprememba enosmerne 
(napajalne) napetosti lahko povzroči tudi neželeno hitro spremembo napetosti na 
kondenzatorjih Ca in Cb, kar povzroči močan povraten vpliv na vratih polprevodnika, ki 
ga lahko odpremo, čeprav krmilni signal ni prisoten. Zato se moramo izogibati hitri 
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parazitskih kapacitivnosti se srečamo pri MOSFET-ih in IGBT-jih s pojmom »gate 
charge«, torej z nabojem, ki je potreben za polnenje Cgd in Cgs in je podan v nC (10-
9C). Po približni enačbi (4.1) lahko izračunamo potreben tok Ig, ki v preklopnem času 
nabije Cgs in Cgd. V podatkih o polprevodniku je praviloma podana vrednost za celoten 








= 4,4 𝐴𝐴                                         (4.1) 
Zato je bilo izbrano krmilno vezje TC4422, ki z maksimalnim izhodnim tokom 9 A 
zadošča v enačbi 4,1 izračunanemu toku (slika 4.17): 
 
 
Slika 4.17: Krmilno vezje TC4422 [www.microchip.com] 
 
Elementi balančnega vezja 
Elementi balančnega vezja (slika 4.8) morajo biti dimenzionirani tako, da prenesejo 
napetosti, večje od 1200 V, in tokovne obremenitve, zato moramo tudi tu uporabiti 
serijske vezave elementov (uporov). 
 
Optična povezava generatorja nizkonapetostnih pulzov in visokonapetostne celice 
Povezava med generatorjem nizkonapetostnih pulzov in posamično celico serijske 
vezave je realizirana z optičnim oddajnikom T 1522 in s sprejemnikom R 2522 
proizvajalca Avago, in z optičnim vlaknom istega proizvajalca. Za individualni prenos 
krmilnega signala preko optičnega vlakna v vsako celico posebej sem se odločil, ker se 
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s tem izognemo vsem težavam pri prenosu signala na višje napetostne nivoje in s tem 
zmanjšamo možnost zakasnitve vklopa polprevodnika na bolj oddaljeni celici. 
 
 
Izbira polprevodnikov  
Običajni bipolarni transistorji se skoraj ne uporabljajo več za visokonapetostne 
aplikacije preko 1000 V. Vzrok za to so dolgi preklopni časi in nekoliko bolj neugodno 
krmiljenje v primerjavi z ostalimi transistorji. MOSFET transistorji so zaradi svoje 
zgradbe problematični pri visokih napetostih, razen pri novejših SiC tehnologijah, ki to 
pomanjkljivost odpravljajo. Kot dokaj zanesljiv polprevodnik za preklapljanje visokih 
napetosti se je izkazal IGBT transistor, ki združuje dobre lastnosti MOSFET-a in 
bipolarnega transistorja, ohranja pa žal počasnost bipolarnih transistorjev. Kljub temu se 
kot element v serijskih vezavah dobro obnese in je dokaj neobčutljiv za preobremenitve. 
Pomembna prednost uporabe IGBT-jev so sorazmerno nizke cene in velika izbira na 
trgu. V hitrejše aplikacije pa vse bolj prodirata SiC MOSFET in SiC JFET. Trenutno so 
ovire samo še na področju večjih moči  (diskretnega) polprevodnika, medtem ko so na 
voljo hibridne variante SiC transistojev večjih moči. Prednosti SiC polprevodnikov so 
predvsem zelo visoka hitrost, majhna potrebna energija za preklop in zelo nizka 
prehodna upornost (rdson), slabost pa zaenkrat še zelo visoka cena in pri JFETih nekoliko 
bolj zahtevno krmiljenje. 
Zaradi naštetih lastnosti se za serijske vezave največ uporabljajo IGBT transistorji. SiC 
JFET je v primerjavi s SiC MOSFET-om bolj primeren za močnostne aplikacije zaradi 
večje zanesljivosti, ki je v serijskih vezavah polprevodnikov zelo pomemben faktor in 
odtehta potrebo po bipolarni krmilni napetosti in po bolj zahtevnem krmiljenju (Aggeler 
2010). Po drugi strani pa je zamenjava IGBT-ja s SiC MOSFET-om enostavna in 
praktično ne zahteva spremembe topologije vezja.  Kot je bilo ugotovljeno, ima vsaka 
izbira polprevodnikov določene prednosti in pomanjkljivosti, zato je najbolje prilagoditi 
izbiro polprevodnika konkretni aplikaciji. 
Pri testiranju različnih polprevodnikov (IGBT) nisem opazil dramatičnih razlik v 
preklopnih časih celotnega serijskega vezja polprevodnikov, so pa te nastopile z 
uporabo desetkrat dražjih SiC MOSFET transistorjev. Za serijsko vezavo IGBT 
transistorjev lahko trdim, da omogoča generiranje visokonapetostnih pulzov do 10 μs 
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širine, z uporabo SiC polprevodnikov in spremenjeno geometrijo vezij pa bi lahko širine 
pulza znižali do 1 μs. 
 Realizacija visokonapetostnega stikala  
 
Slika 4.18: Visokonapetostno stikalo, serijska vezava petih celic, ki so 
krmiljene z optičnim vlaknom. 
 
Visokonapetostno stikalo/serijsko vezane polprevodnike smo realizirali tako, da je 
vsaka celica na ločenem tiskanem vezju, ki so fizično povezana v vertikalno 
nadgradnjo. Obenem s tem skrajšamo razdalje med močnostnimi polprevodniki na 
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serijska vezava transformatorjev za povečanje moči. Druga prednost mostične vezave 
je, da temenska  napetost na polprevodnikih ne preseže napajalne napetosti, kar je očitna 
prednost pred ostalimi topologijami napajalnih virov (npr. zapornega pretvornika).  
Na odločitev za mostično vezavo je vplivala tudi pomembna podrobnost: industrijske 
naprave za elektroporacijo do izhodne moči 50 kW večinoma uporabljajo mostično 
vezavo kot izhodno stopnjo, kjer je sekundar transformatorja že izhod naprave (slika 
4.21). 
 
Slika 4.21: Mostična izvedba elektroporatorja za večje moči 
Po odločitvi za topologijo mostičnega napajalnega vira se je pojavila dilema, katero 
varianto mostičnega vira uporabiti: klasično (angl. Hard Switching Full Bridge ali 
HSFB) ali (kvazi) resonančni pretvornik v mostični topologiji, tako imenovano fazno 
zamaknjeno mostično vezje (angl. Phase Shifted Full Bridge), bolj znano pod kratico 
PSFB. Da bi prebrodil to dilemo, sem preizkusil obe varianti: že prej uporabljeno 
klasično topologijo (manjše moči) in PSFB izvedbo mostičnega vezja. Poleg izbire 
topologije mostičnega vezja sta bili pri zasnovi vira pomembni še dve zahtevi: 
spreminjanje izhodne napetosti od 0 do 100 % in maksimalna izhodna napetost. Ker se 
pri visokonapetostnih pretvornikih pojavlja precej motenj, so bila uporabljena krmilna 
vezja Texas Instruments, ki imajo nekajkrat višjo delovno napetost kot procesorji. V 
prihodnosti pa bodo nadomeščena s procesorjem, namenjenim za močnostne aplikacije 
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generatorja v elektroporatorju. Zaradi zahteve po visoki izhodni napetosti sem v prvi 




Slika 4.22: Osnovna shema močnostnega dela Phase Shifted Full 
Bridge pretvornika z dvema transformatorjema in napetostnim 
podvojitvenim vezjem na sekundarni strani transformatorja  
Pri klasični (HSFB) izvedbi močnostnega dela mostičnega pretvornika je topologija 
vezja skoraj enaka kot na sliki 4.22. Edina razlika je, da ni dušilke in kondenzatorja v 
primarnem krogu transformatorja. To je pripravno, ker lahko z zamenjavo krmilja 
izbiramo med klasično mostično (HSFB) izvedbo pretvornika in med PSFB izvedbo 
brez pomembnih predelav. Obe topologiji pretvornika sta primerni za našo uporabo, 
seveda pa se razlikujeta v nekaj pomembnih lastnostih: pri HSFB so večje stikalne 
izgube na transistorjih v mostičku, višji povratni tok v diodah (angl. reverse recovery 
current) in omejena frekvenca delovanja zaradi stikalnih izgub. Prednosti pa so: 
enostavna izvedba  brez dodatnih zahtevnih komponent (dušilk in kondenzatorjev), 
položaj komponent na vezju ni kritičen in predvsem manjša občutljivost na spremembo 
vhodne (napajalne) napetosti in spremembo bremena. Pri PSFB so omejitve večji jalovi 
tok v navitih komponentah, kondenzatorjih in polprevodnikih, bolj zahtevna realizacija, 
in kar je pomembno, večja občutljivost na spremembo napajalne napetosti in 
spremembo bremena. Prednosti pa so: manjše stikalne izgube, manjše EMC motnje (ki 
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moteče.Uporaba izolacijskega ojačevanika v povratni zvezi se zaradi nestabilnosti in 
težave s preostalo napetostjo ni najbolje obnesla, zato sem to rešitev zaenkrat opustil.  
 
 
Slika 4.24: Električna shema povratne vezave 
Želena vrednost se nastavlja s pomočjo preciznega potenciometra (iz referenčnega vira 
Ref02), ali pa eksterno z napetostjo od 0 do 5 V. Vhodno napetost za regulacijski sklop 
zajemamo na DC link (slika 4.2) delu naprave z napetostno občutljivim vhodom (angl. 
voltage sense). Skoraj popolnoma enak sklop se lahko uporablja za nastavitev toka, ki 
ga pri naši izvedbi ne uporabljamo, ker ni potrebe po nastavljanju toka, ampak samo po 
nastavitvi tokovne zaščite. 
Usmernik omrežne napetosti  
Usmernik omrežne napetosti je izveden klasično, z diodnim mostičkom in ustreznimi 
kondenzatorji. Previsok vklopni tok je omejen z zakasnilnim vezjem ob uporabi releja 
in omejilnega upora. Predvideva se vgradnja PFC vezja, za kar nas obvezuje tudi 
standard EN61000-3-2, ki je del Evropske direktive EMC (Electro Magnetic 
Compatibility). V usmerniškem delu so tudi elementi za zmanjšanje prej omenjenih 
motenj: tokovno kompenzirana dušilka in kondenzatorji X2 in Y. 
Krmiljenje 
Za krmiljenje sta bila uporabljena krmilnika Texas Instruments iz povsem pragmatičnih  
razlogov: oba sta bila na voljo in z UC3846 je bilo že narejeno nekaj aplikacij. Razen 
tega je precej razširjen med krmilji za pretvornike, ki temeljijo na mostični vezavi. 
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V), kar pomeni, da lahko uporabljamo delovno napetost, ki je nekajkrat višja, kot jo 
imajo na primer procesorski krmilniki serije PIC, to pa pomeni večjo odpornost proti 
motnjam.  
 
Slika 4.25:  Krmilno vezje UC3846 [www.ti.com] 
Drugo uporabljeno vezje za PSFB krmilje je UC3879 krmilnik, ki omogoča fazno 
zamaknjeno krmiljenje mostičnih vezij. Njegova novejša izvedba je  UCC28950, ki ima 
dodatna izhoda za krmiljenje sinhronskega usmernika na sekundarni strani 
transformatorja, kar pa za našo aplikacijo ni potrebno (slika 4.27). Seveda pa se 
postavlja vprašanje, ali uporabljati namensko narejene krmilnike ali uporabiti 
procesorje, ki so namenjeni uporabi v močnostni elektroniki. Po dosedanjih izkušnjah z 
visokonapetostnimi viri se bolj nagibam k prvi izbiri: še pred časom je tudi NASA 
vztrajala pri razvoju visokonapetostnih napajalnih virov v povsem diskretni tehnologiji 
z napetostnimi nivoji preko 15 V (Stuart et al.1996). Seveda lahko tudi procesorska 
vezja zaščitimo pred motnjami, vendar je vprašanje, če je vlaganje energije v zaščito 
pred motnjami v prototipih racionalno. 
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Slika 4.26: Krmilno vezje UC3879 [www.ti.com] 
 
Slika 4.27: Krmilno vezje UCC 28950 [www.ti.com] 




Sicer pa izbira krmilja ni najpomembnejša izbira, pomembnejši je izračun in izbira 
ustreznega transformatorja, katerega potreben presek izračunamo po enačbi: 




𝑐𝑐𝑚𝑚4 = 5,2 𝑐𝑐𝑚𝑚4 ,   (4.1) 
kjer je AP »area produkt«, produkt preseka jedra in preseka okna v jedru, Pin vhodna 
moč, 𝐾𝐾′ faktor »bakra« (navitja), ki je za mostične topologije 0,2, f stikalna frekvenca 
delovanja pretvornika in ΔB gostota magnetnega polja, ki je v našem primeru 0,15 T, da 
ne povečamo izgub v jedru. Po izbiri v katalogu bi ustrezalo jedro ETD 44 (AP=5,28), 
vendar v našem primeru ne ustreza, ker imamo veliko število ovojev na sekundarni 
strani in zahteve po večjih varnostnih razdaljah ter "močnejši" izolaciji. Če izberemo 
precej večje jedro ETD 59, lahko zmanjšamo število sekundarnih ovojev na 290 (ob 
upoštevanju uporabe podvojitvenega vezja še pol manj, torej 145). Ob premeru žice  
(0,4 mm) zavzamejo ovoji približno 60 mm širine, kar pomeni dve legi ovojev, če 
upoštevamo izolacijske razdalje. Lahko sklenemo, da je jedro ETD 59 na meji  
primernosti  za izdelavo našega transformatorja, ob upoštevanju navodil glede prebojne 
trdnosti za feritne transformatorje. Za jedro ETD 59 naredimo še simulacijo poteka 
tokov in napetosti s programom SPICE pri polni obrementvi (slika 4.28): 
 
Slika 4.28: Simulacija poteka tokov in napetosti pri jedru ETD 59, s pomočjo 
katere se približno določi maksimalni tok transistorjev in nam pomaga pri izbiri 
teh. 
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                (4.2) 
Pri tem upoštevamo še to, da mora biti  za resonačno delovanje zadoščeno pogoju, da je 
energija v dušilki večja kot energija, shranjena v parazitskih kapacitivnostih 









900 ∙ 10−6𝐽𝐽 
36 𝐴𝐴
= 25 𝜇𝜇𝐻𝐻 
Krmiljenje transistorjev v mostičku 
Krmiljenje stikalnih transistorjev je zelo pomembno, saj je od tega odvisno pravilno in 
zanesljivo delovanje pretvornika. V preteklosti so se uporabljale razne izvedbe s 
posebnimi vezji brez galvanske ločitve med vezjem in tranzistorjem. Napajanje 
izhodnega krmilja je bilo izvedeno po tako imenovanem »bootstrap« konceptu, ki pa je 
bil dokaj nezanesljiv. Druga možnost je uporaba transformatorjev, pri katerih razen 
prenosa signala zagotovimo tudi energijo za vklop tranzistorja (podobno kot pri 
serijskih vezavah polprevodnikov (slika 4.8). Sedaj se vedno več uporabljajo optični 
krmilniki, ki so hitri, imajo dovolj veliko prebojno trdnost in sorazmerno dovolj veliko 
tokovni zmogljivost. Slabost te izvedbe je potreba po dodatnem napajanju, ki pa se 
lahko enostavno reši z uporabo miniaturnih DC/DC pretvornikov. Uporaba optičnih 
krmilnikov se je izkazala za dobro izbiro, ker delujejo zelo zanesljivo in zasedejo precej 
manj  prostora kot transformatorji, kar je pri konstrukciji tiskanega vezja pomembno. 
Določeno težo pri izbiri optičnih krmilnikov je tudi verjetnost, da bi kasneje uporabili 
mostično vezje kot izhodno stopnjo za krmiljenje izhodnega transformatorja 
elektroporatorja (slika 4.21).  
Izbira polprevodnikov  
Tako kot pri izbiri ostalih komponent za napravo smo se tudi pri izbiri polprevodnikov 
za mostično vezje odločili za najbolj racionalno izbiro: MOSFET transistorje 
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FCH25N60, On Semi z nizko prehodno upornostjo (rdson= 0,1Ω). Menim, da bi bila 
odločitev za boljše in dražje transistorje v SiC tehnologiji neracionalna. Povsem 
drugačna pa je bila odločitev za usmerjevalne diode na sekundarju transformatorja: iz 
izkušenj pri gradnji virov z izhodno napetostjo >1000 V je bila odločitev za diode v SiC 
tehnologiji neizbežna: nizek trr - čas okrevanja diode (angl. reverse recovery time) 
drastično zmanjša izgube na diodi in s tem tudi verjetnost odpovedi diode. 
Preizkušanje visokonapetostnih virov 
Preizkušanje visokonapetostnega vira je zahtevno in nevarno. Zato sem se tega lotil 
postopoma: najprej sem razvil in preizkušal vir, zgrajen v klasični »hard-switching« 
vezavi, krmiljen z UC3846. Pri tem je bil cilj ugotoviti, kako rešiti težave, ki nastopijo 
zaradi visokih napetosti. Zato je bil prototip tega vira dimenzioniran za izhodno moč 
približno 400 W in na primerno feritno jedro ETD 44 (slika 4.29). 
 
Slika 4.29: Prototip visokonapetostnega vira, zgrajenega na osnovi 
UC3846 in v klasični mostični vezavi 
Kljub vakumski impregnaciji transformatorja (ETD44) in uporabi kakovostnih 
izolacijskih materialov je prišlo do napetostnih prebojev v sekundarnem 
(visokonapetostnem) navitju transformatorju. Druga večja težava pri testiranju je bila, 
ker je prišlo do eksplozije kondenzatorjev na izhodu vira. Preizkušanje sem za določen 
čas prekinil, dokler nisem uredil primernega in varnega testnega mesta (slika 4.30).   
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Slika 4.30: Testno mesto, ki omogoča varno testiranje 
visokonapetostnih komponent in sestavov. Testiranje 
visokonapetostnega transformatorja. 
Testno mesto je nepogrešljivo pri razvoju in preiskušanju visokonapetostnih naprav in 
komponent. Razen nevarnosti dotika so najpogostejše eksplozije kondenzatorjev pa tudi 
polvodniških komponent. Zato je zaščita s vsaj 10 mm debelim  pokrovom iz akrila  
nujna (slika 4.30). 
 Zaradi težav s preboji sem odločil, da bom uporabil večji feritni transformator z jedrom 
ETD 59 (kot je opisano v poglavju »Magnetne komponente«). Pri testiranju vira, ki je 
bil opremljen z jedrom ETD 59, so se tudi pojavile manjše težave pri izhodni napetosti, 
večji od 4,5 kV. Dilemo sem rešil tako, da sem vezju dodal še en transformator ETD 59, 
ki je vezan v serijo s prvim transformatorjem (slika 4.31). Na prvi pogled neracionalna 
in ne pogosto uporabljena rešitev se je izkazala kot uporabna: 
- zmanjšana je možnost napetostnih prebojev, 
- povečana je moč vira, 
- lahko se poveča izhodna napetost, 
- manjša obremenitev usmerjevalnih diod in izhodnih kondenzatorjev, 
- možna predelava v bipolarni vir. 
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Uporaba dveh transformatorjev je sicer prostorsko razkošna, pa vendar ne preveč: 
transformator zasede 0,2 dm3 prostornine, pripadajoči folijski gladilni kondenzatorji pa 
še 0,1 dm3 prostornine, masa transformatorja z navitjem pa je samo 0,3 kg. Prostorsko 
zasedajo transformator, usmerjevalne diode in gladilni kondenzatorji velikost »evropa 
kartice«, kar pomeni 16 cm x 10 cm (slika 4.31). Seveda so še druge možnosti za 
izvedbo visokonapetostnega transformatorja, kot je npr. uporaba feritnih jeder U/I 
oblike, za katere pa je potrebno izdelati tuljavnike in pritrdilne dele. 
 
Slika 4.31: Transformator ETD 59, gladilni kondenzatorji in 
usmerjevalne diode. Velikost tiskanega vezja je 16 cm x 10 cm. 
 
V opisanem fazno zamaknjenem mostičnem vezju sta dva v serijo vezana 
transformatorja ETD 59, ki sta dimenzionirana tako, da pri frekvenci 100 kHz in pri 
magnetni gostoti  < 0,15 T  lahko vsak prenaša moč 1 kW, torej skupaj oba 2 kW. To 
pomeni, da smo podvojili načrtovano moč vira (1 kW). Ker nam sedaj en transformator 
zagotovi najvišjo napetost po usmerjanju na 2,5 kV, lahko na podlagi preizkusov 
ocenimo, da je možno izhodno napetost povečati na vsaj 4 kV, kar pri serijski vezavi 
transformatorjev pomeni izhodno napetost 8 kV. 
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Slika 4.33: Potek signalov pri fazno zamaknjenemu mostičnem vezju 
z vezavo dveh transformatorjev v seriji. Zeleni in rumeni signal: 
krmilna A in B (slika 4.22), rdeči in moder - izhoda iz mostičnega 
vezja na primarno stran transformatorjev 
 
Slika 4.34: Potek toka in napetosti pri fazno zamaknjenem 
mostičnemu vezju. Rumena: tok na primarni strani obeh 
transformatorjev, zelena: krmilni signal A, rdeča in modra: napetost 
na obeh sponkah primarja transformatorjev 
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Na sliki 4.33 so prikazani poteki napetosti pri fazno zamaknjeni mostični izvedbi vira z 
uporabo dveh v serijo vezanih transformatorjev. Gornja signala (rumeni in zeleni) sta 
krmilna  (A in B) in fazno zamaknjena, spodnja signala  (rdeči in moder) pa signala na 
obeh priključkih transformatorjev. Na enem od signalov so opazna prenihanja, ki so 
verjetno posledica neposrečene lege povezav in nimajo pomembnega vpliva na 
delovanje vira. Na sliki 4.34 so poteki napetosti in toka skozi primarno navitje 
transformatorja. Opazimo lahko, da preklopi signala A potekajo, ko toka skozi primarno 
navitje skoraj ni, kar ustreza navedbam iz literature (Yoon, 2006). 
Pri primerjanju obeh preizkušenih izvedb (klasični mostiček in fazno zamaknjeni 
mostiček) je bila najbolj očitna razlika v izgubah (disipaciji) na transistorjih v mostičku, 
kar je bilo tudi pričakovano. Druga opazna in manj ugodna razlika za novejšo izvedbo 
(PSFB) je zelo velika odvisnost delovanja od resonančne dušilke in kapacitivnosti Coss 
(izvor-ponor), kar pomeni, da lahko z zamenjavo tranzistorjev nehote spremenimo 
delovanje vezja. Razen tega je novejša izvedba vira (PSFB) manj stabilna pri manjših 
obremenitvah, ki pa pri uporabi elektroporatorja za poskuse v statičnih komorah 
predstavljajo večino. Zato bo odločitev o uporabi ene od obeh izvedb (HSFB ali PSFB) 
vira padla po testiranju klasične izvedbe vira z vezavo dveh transformatorjev v serijo in 
primerjanja stabilnosti obeh izvedb vira pri nizkih obremenitvah. 
4.1.3 Ostali deli naprave za elektroporacijo 
Razen dveh prej opisanih najpomembnejših delov naprave za elektroporacijo je še nekaj 
podsestavov, brez katerih naprava ne more delovati: 
- nizkonapetostni generator pulzov, 
- kondenzatorski hranilnik energije/DClink ali visokonapetostni kondenzator, 
- izolacijski ojačevalnik za merjenje napetosti in digitalni merilnik napetosti, 
- aktivna tokovna zaščita s Hallovim senzorjem. 
 
Generator nizkonapetostnih pulzov 
 
V prvotni izvedbi je bil generator nizkonapetostnih pulzov izveden z diskretnimi  
CMOS logičnimi vezji. Prednost takšne izvedbe je neobčutljivost na motnje zaradi višje 
delovne napetosti.  Z uporabo naprave pri pretočnih sistemih pa je narasla možnost 
nastavljanja nesmiselnih ali za napravo škodljivih kombinacij pulzov, kot so 
4 Materiali in metode 
76 
 
kombinacija zelo širokega pulza in previsoke frekvence (npr. 10 ms x 100 Hz: razmerje 
pulz pavza 1:1). Zato smo se odločili za procesor, namenjen predvsem uporabi v 
močnostni elektroniki TMS320F68062 Texas Instruments (slika 4.35). Kljub uporabi 




Slika 4.35: Zasnova generatorja nizkonapetostnih pulzov na osnovi 
TMS320F68062 
 
Za potrebe proženja PWM pulzov je bil razvita in izdelana prototipna tiskanina, grajena 
na mikrokrmilniku TMS320F68062 podjetja Texas Instruments. Procesor temelji na 32-
bitnem jedru, ki omogoča računanje s fiksno in plavajočo vejico s frekvenco do 90 
MHz. Dosega 90-180 MIPS in vsebuje naslednje pomembnejše lastnosti: 
- trije 32-bitni časovniki, 
- 8 neodvisnih PWM izhodov, oziroma 16, če jih uporabljamo v 
komplementarnem načinu; od tega jih je osem visoko resolucijskih, 
- 16-kanalni 12-bitni A/D pretvornik z najkrajšim časom pretvorbe 289 ns, 
- senzor temperature, vgrajen v jedru procesorja, 
- moduli za serijsko komunikacijo (I2C, CAN, SPI, SCI), 
- vsebuje 64k besed Flash pomnilnika in 26k besed RAM pomnilnika, 
- JTAG vmesnik za emulacijo, ki omogoča dostop do procesorja v realnem času. 
 
4 Materiali in metode 
77 
Karel Flisar: Visokoenergijska naprava za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
Zmogljivost procesorja omogoča raznovrstno uporabo za krmiljenje in regulacijo 
raznovrstnih napajalnikov in razsmernikov za potrebe močnostne elektronike (stikalni 
napajalniki, razsmerniki za fotovoltaiko in motorske pogone, telekomunikacija v 
pametnih omrežjih ipd.). 
Glavno vodilo pri snovanju prototipne tiskanine je bilo namenjeno generiranju PWM 
pulzov in priklopu obstoječega uporabniškega vmesnika. Tiskanina omogoča naslednje: 
- 6 neodvisnih PWM izhodov, 
- ločeno napajanje za digitalni in analogni del, 
- 8 A/D vhodov, 
- 8 A/D vhodov z nivojsko prilagoditvijo z operacijskim ojačevalnikom, 
- vhode za uporabniški vmesnik, 
- izhod za D/A pretvornik, 
- I2C izhod, 
- statusne in PWM LED diode, tipke ipd. 
Pri načrtovanju priključkov uporabniškega vmesnika sem dodal pa sem nekatere 
razširitve: 
- ON/OFF stikalo, 
- izbira med trajnim in pulznim načinom obratovanja, 
- izbira frekvence (1 Hz, 10 Hz, 100 Hz, 1000 Hz), 
- izbira trajanja PWM pulzov (1 μs, 5μs, 10 μs, 50 μs, 100 μs, 500 μs, 1 ms, 5 ms, 
10 ms), 
- izbira števila pulzov s pomočjo 3-mestne BCD logike (max 999 pulzov). 
 
Kondenzatorski hranilnik energije (DClink kondenzator) 
Kondenzatorski hranilnik energije je sestavljen iz zaporedno vezanih elektrolitskih 
kondenzatorjev, kar sicer ni idealna izbira, je pa za prototipno napravo vsaj finančno 
ugodna. Sicer pa izkušnje s prvo napravo kažejo, da tudi "povprečni" elektrolitski 
kondenzatorji dobro prenesejo pulzne obremenitve, vendar jih je potrebno pred  
potekom življenske dobe zamenjati. Seveda v prihodnosti predvidevamo zamenjavo z 
bolj kakovostnimi kondenzatorji, po možnosti folijske izvedbe. 
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Izolacijski ojačevalnik  za merjenje enosmerne visoke napetosti 
Prehodni pojavi, ki nastanejo ob vklopu in izklopu visokonapetostnih pulzov močno 
vplivajo na delovanje merilnika, ki kaže napetost na hranilniku energije – DC link 
kondenzatorju. Ugotovil sem, da tudi ustrezna atenuatorska vezja ne jamčijo popolne 
zaščite pred prenapetostnimi pojavi, zato sem uporabil precizni optično izolirani 
napetostni senzor/izolacijski ojačevalnik ACPL870, ki ima za tovrstna vezja razmeroma 
veliko vhodno območje (0 – 2 V) in visoko vhodno impedanco (1 GΩ) in zelo dobro 
linearnost (0,1 % max.). Ustrezno podporno vezje omogoča tudi priključitev 
izolacijskega merilnika toka (npr. HCPL7520). Za prikaz napetosti  pa je uporabljen 4,5 
mestni merilnik MAX1498. 
 
Aktivna tokovna zaščita 
Pri poskusih z uporabo elektrod (slika 3.1 B) in pri pretočnih komorah (slika 3.2) lahko 
pride do velikih tokovnih konic, ki presegajo 100 A. To lahko povzroči poškodbo ali 
odpoved visokonapetostnega stikala, elektrod ali pretočnih komor. Temu se lahko 
izognemo na dva načina: z vgradnjo zaščitnih uporov (Toepfl 2006) in z aktivno 
tokovno zaščito. Uporaba zaščitnih uporov je enostavna in zanesljiva rešitev, ki pa ima 
tudi slabo stran: pri večjih tokovih se na zaščitnih uporih pojavi padec anapetosti, ki 
lahko zmanjša amplitudo pulza na na izhodu elektroporatorja. Razen tega morajo 
zaščitni upori prenesti velike impulzne obremenitve in ne smejo imeti velike parazitske 
induktivnosti. Za delovanje aktivne tokovne zaščite sta pomembna hiter odzivni čas, 
zanesljivost delovnja in galvanska ločitev od izhoda naprave. Pri zasnovi aktivne 
tokovne zaščite se pojavita dve vprašanji: kam pripeljati signal iz tokovne zaščite in 
kako naj deluje zaščita.  
Idealno mesto za vklop tokovne zaščite/prekinitev izhoda bi bil izhodni 
visokonapetostni rele, ki pa je zaradi prepočasnosti le omejeno učinkovit, zato moramo 
sočasno prekiniti prožilne pulze na izhodnih tranzistorjih. 
V pretočni komori, pride občasno do večjih tokov/prebojev, ki so običajno posledica 
ustvarjanja plinov kot posledice elektrolize. Po preboju mehurček plina izgine in tok 
elektroporacije se vrne na normalen nivo, zato potrebujemo tokovno zaščito, ki bo bo po 
določenem času prenehala delovati in se bo ponovno vklopila pri naslednjem 
prevelikem toku. Pri enopretočnih sistemih (slika 3.6) se pojavijo težave ob pričetku in 
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Slika 4.39: Shema aktivne tokovne zaščite z ACS758 
 Tokovna zaščita  mora delovati zanesljivo in z minimalno zakasnitvijo zato je "reset" 
signal (UR) za izklop proženja generiran elektronsko (IC2 na sliki 4.39), vse programske 
obdelave bi namreč vnašale dodatne zakasnitve in zmanjšale zanesljivost delovanja. 
Zaradi povečane varnosti je bil na izhodu še dodan optični sklopnik, ki zagotavlja višjo 
prebojno trdnost. 
4.1.4 Izvedba naprave 
Pri zasnovi naprave smo izhajali iz izkušenj pri razvoju prejšnjih naprav za 
elektroporacijo, pri katerih pa izhodna napetost ni presegala 1000 V. Zato smo pri 
gradnji naleteli na nekaj nepredvidenih težav, predvsem zaradi materialov, ki niso bili 
primerni za visoke napetosti. Na trgu je na voljo velika izbira materialov in komponent 
do delovne napetosti 1000 V. Ta izbira zelo pade do delovne napetosti 3000 V, nad to 
napetostno mejo pa je izbira pri običajnih dobaviteljih komponent in materialov 
(Farnell, RS) zelo slaba. 
Druga težava, ki je nismo predvideli, so razdalje med posameznimi deli naprave, ki 
morajo biti zaradi visoke napetosti med seboj primerno oddaljeni, sicer lahko pride do 
električnega preboja.  
Predvideno krmiljenje visokonapetostnega stikala je res zagotavljalo galvansko ločitev 
nizkonapetostnega generatorja od visokonapetostnega dela z uporabo optičnih vlaken, 
kar je povsem uspelo. Težave so se pojavile zaradi vpliva motenj ob visokonapetostnih 
preklopih na merilniku napetosti, s pomočjo katerega nastavljamo amplitudo izhodne 
napetosti. To smo odpravili z uporabo izolacijskega ojačevalnika, ki zagotavlja 
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Prvi prototip BPp 
Razvoj naprave BPp (Bakterijski Porator prototip) je nastal na optimistični 
predpostavki, da se da predvideno napravo sestaviti v zelo omejeni prostornini. Zato je 
bilo na začetku nemalo preglavic z iskanjem ustreznih materialov in postopkov, ki bi 
odpravili morebitne preboje. Pri napravi smo prvotno predvidevali  samo pulze od širine 
100 μs do 10 ms. Ker je kasnejša uporaba naprave pokazala, da  je za nekatere poskuse 
širina pulza 100 μs prevelika (v nekaterih vzorcih pride do preboja po nekaj deset μs), je 
bila naknadno vgrajena možnost generiranja 10 μs pulza. Poskusi na pretočnih sistemih 
so nakazali uporabnost višjih ponavljalnih frekvenc naprave (kar omogoči večji pretok 
skozi komoro) in s tem krajši čas celotnega poskusa oziroma večji vnos energije. 
Največja prednost naprave BPp je nizka masa naprave in velikost, ki je v celičnih 
laboratorijih zelo pomembna, ker se uporablja še druga oprema, kot so merilni 
instrumenti, pretočne komore, črpalka, centrifuga itd., prostor pa je omejen.  
 
Slika 4.40: Naprava za elektroporacijo BPp (Bakterijski Porator prototip) 
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Podatki naprave BPp 
- izhodna napetost:  0-5000 V, 
- izhodni tok: 0-100 A, 
- širina pulzov: 10 μs, 100 μs, 500 μs, 1 ms, 5 ms, 10 ms, 
- ponavljalna frekvenca pulzov: 1 Hz, 10 Hz, 100 Hz, 
- število pulzov (nastavljivo): 1-99; neprekinjeno delovanje, 
- oblika pulzov: pravokotna, 
- energetska zaloga naprave: 200 J, 
- dimenzije, masa: 320 mm x 200 mm x 250 mm; 10,8 kg. 
 
 
Drugi prototip P bruno 
Razvoj in gradnja naprave P bruno je potekala na podlagi izkušenj, ki smo jih pridobili 
pri gradnji, predvsem pa pri uporabi prvega prototipa PBp. Osnovno vodilo pri gradnji 
naprave je bilo, kako povečati razdalje med deli naprave, da bi se povsem odpravila 
možnost električnih prebojev, zato so dimenzije te naprave precej večje glede na 
dimenzije prvega prototipa. Druga pomembna sprememba je povečanje kondenzatorja 
DClink, ki je hranilnik energije, od katerega je odvisen upad napetosti pulza med 
potekom le-tega. Povečanje kondenzatorja je povečalo zalogo energije z 200 J (pri PBp) 
na 1041 J pri napravi P bruno, kar se pozna predvsem pri daljših pulzih. Druga 
pomembna nadgradnja je vgradnja hitre zaščite z uporabo tokovnega senzorja, 
delujočega na osnovi Hallovega efekta, ki poleg dobrih dinamičnih lastnosti zagotavlja  
še galvansko ločitev od merilnega tokokroga. Ker se je obnesel, sem pri tej napravi 
obdržal enak način upravljanja kot pri prvem prototipu. Na čelni plošči naprave je 
vgrajeno stikalo za izklop v sili. Zaradi povečane prostornine naprave so možne 
dogradnje, predvsem možnost povečanj kapacivnosti kondenzatorja DClink in vgradnja 
močnejšega vira visoke napetosti. 
 





Slika 4.41: Naprava P bruno 
 
 
Podatki naprave P bruno 
- izhodna napetost:  0-5000 V, 
- izhodni tok: 0-100 A, 
- širina pulzov: 10 μs, 500 μs, 100 μs, 500 μs, 1 ms, 5 ms, 10 ms, 
- ponavljalna frekvenca pulzov: 1 Hz, 10 Hz, 100 Hz, 
- število pulzov (nastavljivo): 1-99; in neprekinjeno delovanje, 
- oblika pulzov: pravokotna, 
- energetska zaloga naprave: 1041 J, 
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Primerjava elektoporatorja PBp in P bruno (slika 4.31): 
BPp     P bruno 




1 ms, 1 kV, 10 A    1 ms, 1 kV, 10 A 
  
 
10 ms, 1 kV, 10 A    10 ms, 1 kV, 10 A 
  
 
Slika 4.42: Primerjava izhodnih pulzov naprav PBp in Pbruno v 
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Inaktivacija E-coli v enopretočnem sistemu in kivetah 
Poskusi so bili opravljeni kot nadomestni zaradi nekoliko neučinkovite elektroporacije 
soka jabolk, pomaranč in jagod. Koncentracija bakterij je padla za manj kot en 
logaritem,  je pa bil poriran sok s strani sedmih kvalificiranih preizkuševalcev ocenjen 
kot najboljši. Po analizi smo ugotovili nekaj pomanjkljivosti pri pripravi poskusa, zato 
smo se odločili, da bomo poskuse nadaljevali z »nadomestnim« vzorcem, ki bo 
približno ustrezal soku. 
Poskuse smo opravljali z linearno pretočno komoro in novo obročno (ang. co-field) 
komoro (slika 3.3B, 3.15) in z 2 mm kivetami. Poskuse z obročno komoro smo opustili, 
ker smo ugotovili, da je zaradi večje oddaljenosti med elektrodami električna poljska 
jakost premajhna za naše poskuse. Fiziološka raztopina, v kateri smo imeli nepatogeno 
bakterijo E. coli, je bila 10x razredčena; izmerjena prevodnost fiziološke raztopine  s 
konduktometrom je znašala 1,090 mS/cm. Prvi štirje  poskusi  (tabela 5.1) so bili 
narejeni z linearno (vzporedno komoro),  pri poskusih 1 in 2 smo uporabili 
elektroporator PBb, poskusa 3 in 4 pa smo opravili z  elektroporatorjem P bruno. 
Poskusi od 5 do 15 so bili narejeni v kivetah z razdaljo 2 mm med elektrodama, 220 μl 
vzorca, uporaba elektroporatorja PBb. Število pulzov smo zviševali linearno: 20, 40, 80. 
Pri poskusih št. 14, 15 je prišlo do prebojev, uporabili smo elektroporator P bruno zaradi 






Slika 5.2: Poskus z bakterijo E-coli v kiveti 2 mm. Zeleni signal je 




Slika 5.2: Poskus z bakterijo E-coli v kiveti 2 mm. Zeleni signal je 
napetost (4 kV), rumeni signal je tok (4 A) širina pulza je 100 μs. 
5 Rezultati 
Tabela 5.1: Rezultati inaktivacije bakterije E-coli v enopretočnem sistemu in v kivetah 
Poskus N[št.],f [Hz] Ti [μs] q [ml/min] Test U[kV] E[kV/cm] I [A] W [J] Wsp [kJ/l] Pred.por. št.bakterij- cfu/mL) 
Po por. št. 
bakterij- cfu/mL)  
1 100 Hz 10 30 LK 2,6 10 32 83 166 6,5*10^6 7*10^5 PBp 
2 100 Hz 10 30 LK 2,8 11,2 33 92 184 6*10^6 5*10^5 PBp 
3 100 Hz 10 30 LK 3 12 47 141 282 6,3*10^6 6,67*10^4 Bruno 
4 100 Hz 10 30 LK 2,8 10 57 160 320 5,5*10^6 5*10^4 Bruno 
5  N=20, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,7 18,5 23 17 77 6*10^6 2,3*10^6 PBp 
6  N=20, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm  18,5 40   6*10^6 1,83*10^6 PBp/preboj 
7 N=20, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,5 17,5 23 16 72 6*10^6 1,43*10^6 Pb1 
8  N=20,  10 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,5 17,5 20 14 64 6*10^6 1,76*10^6 Pb1 
9  N=20,  10 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,5 17,5 20 14 64 6*10^6 2,1*10^6 Pb1 
10  N=40, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,7 18,5 20 29,6 136 6*10^6 7,6*10^5 Pb1 
11  N=40, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,7 18,5 22 32,5 148 6*10^6 6*10^5 Pb1 
12  N=80, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,7 18,5 20 59 269 6*10^6 2,06*10^6 Pb1 
13  N=80, 100 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 3,7 18,5 20 59 269 6*10^6 1,23*10^6 Pb1 
14  N=20,  1 Hz 10 220 ul Kiv. 2 mm 4 20 25 20 91 6*10^6 2,1*10^4 Preboji/ bruno 
15   N=10,  1 Hz 10 220 ul Kiv. 2  4 20 20 20 91 6*10^6 1,7*10^4 Preboji/ bruno 
 
N- število dovedenih pulzov 
F- frekvenca dovedenih pulzov v Hz 
Ti.- širina pulza v μs 
q- pretok skozi komoro v ml/min 
E- električna poljska jakost v kV/cm 
 
Wso- specifična energija dovedena v komoro v kJ/L 
Pred por. Log cfu/mL- število bakterija na mL pred elektroporacijo 






5.2 Ekstrakcija lipidov iz alg 
Povečanje koncentracije CO2 je povzročilo v okolju občutno škodo, ki se najbolj kaže v 
globalnem segrevanju našega planeta. Zato so raziskovalci iskali načine, kako bi razen 
pasivnih načinov (skladiščenje) našli način, ki bi zmanjšal količino CO2  v ozračju in ga ob 
tem koristno uporabili. Odgovor je dala narava sama: alge za svojo rast potrebujejo CO2, in 
to v znatnih količinah. Zabeleženo je, da lahko algna celica vsebuje 50 % ogljika, kar 
pomeni, da 1 kg alg porabi 1,8 kg CO2/ na dan.  Alge so torej koristne že samo zaradi 
porabe ogljikovega dioksida, razen tega pa vsebujejo maščobe (lipide) in proteine. 
Maščobe lahko uporabimo za proizvodnjo biogoriva, proteine pa za prehrano, v farmaciji 
in kozmetiki. Pomemben podatek je tudi ta, da alge rastejo stokrat hitreje od kopenskih 
rastlin in lahko v enem dnevu podvojijo svojo maso. Imajo tudi najmanj desetkrat večji 
donos olja na hektar kot najbolj donosne rastline. Verjetno je zaenkrat največji problem 
ekstrakcija olja in proteinov iz alg. Najbolj znana in učinkovita je metoda z uporabo 
organskih topil, ki ima to slabo lastnost, da med postopkom alge odmrejo, razen tega pa 
moramo kasneje odstraniti tudi topila, ki dodatno obremenijo okolje in torej predstavljajo 
ekološki problem. Kot metodo ekstrakcije so zato v zadnjem času začeli proučevati tudi 
metodo z uporabo visokonapetostnih električnih pulzov – elektroporacijo. 
Zato smo skupaj s sodelavci s Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo, Biotehniške 
fakultete, Nacionalnega inštituta za biologijo in Kemijskega inštituta opravili vrsto 
poskusov, s katerimi smo iskali najbolj primerne parametre za izvedbo ekstracije maščob 
iz algne biomase. Uporaba elektroporacije za ekstrakcijo ponuja nekatere prednosti v 
primerjavi z ekstrakcijami iz trdnih delcev (sladkorna pesa ipd.), saj lahko uporabimo 
pretočno komoro za izvedbo elektroporacije in jo je zato možno brez večjih težav vpeljati 
tudi v industrijski proces. 
Pri naših poskusih smo uporabili obročno pretočno komoro (slika 5.2, C), elektroporator 
Bp in peristaltično črpalko Masterflex L/S v večpretočnem sistemu (slika 5.2 B). 
Večpretočni sistem smo uporabili, ker smo hoteli vnesti dovolj veliko količino energije, 
kar pa pri enopretočnem  sistemu zaradi kratkega rezidenčnega časa (časa pretoka skozi 
električno polje v komori) ni možno iz dveh razlogov: generator pulzov ima navzgor 
omejeno ponavljalno frekvenco dovajanja pulzov, pri zmanjšanju hitrosti pretoka skozi 








(na 2 kV) ne prinese želenih učinkov, kar nas je napotilo, da smo opravili tudi poskuse 
vpliva jakosti električnega polja na ekstrakcijo. V algnih celicah je bilo pred posegom 44,6 
%ut nepolarnih komponent, po poraciji pa 34,9 %ut. Iz tega lahko sklepamo, da smo 
ekstrahirali 21,75 %ut vseh nepolarnih komponent. 
 
Slika 5.7: Stopnja preživetja celične biomase po elektroporaciji pri:  
U = 2000 V, ti = 1 ms, f = 10 Hz, tposkusa = 1 h [Kapun, 2013] 
Na sliki 5.7 vidimo, da celice osemnajsti dan po poraciji (vijolična krivulja) pridobijo 
rastno dinamiko, kot jo imajo kontrolne celice (zelena krivulja) že četrti dan. Vijoličasta 
krivulja nakazuje, da so celice do osemnajstega dne v lag fazi, nato pa so nakazale trend 
rasti. Eksponentna faza rasti je v tem primeru lahko nastopila tudi pri poriranih celicah, saj 
so imele dovolj časa, da so se razmnožile. Pri številu celic v odvisnosti od časa je bila 
upoštevana še standardna deviacija. 
Primerjava rezultatov elektroporacije glede na spreminjanje električnih pulzov 
Slika 5.8 podaja primerjavo ekstrakcije nepolarnih komponent glede na celoten čas 
obdelave. Ti poizkusi so bili izvedeni pri konstantnih parametrih, spreminjali smo samo 
čas elektroporacije oziroma dovedeno število pulzov. Pri poskusu, ki je trajal 0,5 h, smo 
dovedli 10 pulzov, pri poskusu, ki je trajal 1 h, 30 pulzov in pri poskusu trajanja 2 h 40 
pulzov. Tukaj vidimo, da daljšanje časa poskusa pripomore k rezultatu elektroporacije 





Karel Flisar: Visokoenergijska naprava za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
Iz izračunanih vrednosti dovedene energije in ekstrakcije nepolarnih komponent lahko 
zaključimo, da za uspešno elektropermeabilizacijo potrebujemo vsaj 3,8 kJ/L dovedene 
energije. Najboljša ekstrakcija poteka v območju 7,2 kJ/L dovedene energije. Večje 
količine ekstrahiranih lipidov dosežemo tudi od 16,5 kJ/L dovedene energije naprej, 
vendar se poraja vprašanje o upravičenosti po tako velikih vnosih energije (slika 5.12).  
 
Slika 5.12: Dobitek v odvisnosti od vnešene energije. Na sliki so 
podane amplitude, širine in število pulzov pri katerih smo dobili 
prikazano vrednost ekstrakcije. 
Paziti moramo predvsem na temperaturo medija, saj sprememba temperature pomeni 
spremembo prevodnosti medija in posledično povečan ali zmanjšan vnos energije. Velik 
vpliv na uspeh procesa ima tudi količina algne biomase. Več kot je biomase, manjša je 
možnost, da se celica izogne pulzu zaradi prevodnosti medija in boljša je ekstrakcija. 
Optimalno območje je med 1 mS/cm in 1,3 mS/cm. Na samo prevodnost medija lahko zelo 
dobro vplivamo s predhodnim vpihavanjem CO2, saj ta tvori vodotopne ione in s tem veča 
prevodnost medija. Kolikor je prevodnost previsoka, je potrebno medij redčiti, ker 
prevelika prevodnost medija pomeni preveliko porabo energije in nevarnost napetostnih 
prebojev. Zelo pomembna je ugotovitev, da ob pravilni izbiri parametrov elektroporacije 
dosežemo dober donos in obenem ne uničimo vseh algnih celic, kar omogoči hitro 
rekurperacijo alg.  
 
2 kV, 0,1 ms, 20 
2 kV, 0,1 ms,10 
3 kV, 0,1 ms,20 
2 kV, 0,1 ms, 40 
4 kV, 0,1 ms, 20 
2 kV, 1 ms, 20 
2 kV, 0,5 ms, 20 
3 kV, 0,5 ms, 20 





























5.3 Vpliv elektroporacije na parazite v sistemu 
Priprava algne biomase  v reaktorju je dokaj zahteven postopek, ker v primeru okužbe alge 
propadejo. Na poškodbe alg lahko vplivajo različni faktorji: pomanjkanje CO2, ki se stalno 
vpihava v algno maso, pomanjkanje ali prekinitev (umetne) svetlobe in predvsem paraziti, 
ki so prisotni v algni kulturi (slika 5.13), katerih število se je v času rasti (gojenja) alg še 
povečalo. 
 
Slika 5.13: Paraziti, prisotni v vzorcu pred elektroporacijo [Hajdinjak, 2015] 
Po elektroporaciji s 3 kV pulzi smo pri nekaterih vzorcih opazili zmanjšanje števila 
praživali ali pa skoraj  popolno odmrtje (slika 5.14). To delno pojasnuje tudi dokaj stabilne 
razmere v algni biomasi, pri kateri smo opazovali rekuperacijo po elektroporaciji.  
Ugotovili smo tudi, da ni prišlo do  povečanih okužb algne biomase.  
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Slika 5.14: Mrtvi  paraziti v elektroporiranem vzorcu pri napetosti 3 kV in 
pulzih  0,1 ms [Hajdinjak, 2015] 
 
5.4 Ekstrakcija sladkorja iz sladkorne pese 
Danes pridobivajo  sladkor iz sladkornega trsa ali sladkorne pese s termičnim industrijskim 
procesom. Industrijski postopek poteka tako, da trs ali peso segrejemo v večji količini 
vode, najmanj do temperature med 70 in 75 °C, nakar z dodatnimi procesi, med katerimi je 
tudi stiskanje, izločimo sladkor iz mase. Višje temperature v industrijskih procesih niso 
zaželene, ker povzročijo izločanje neuporabnih komponent, ki jih morajo kasneje izločiti. 
Pri termičnem procesu je največji strošek toplotna enegija za ogrevanje, medtem ko so 
ostali stroški občutno manjši. Naš namen je bil preveriti možnost za pridobivanje 
sladkornega soka z elektroporacijo in primerjava obeh metod s stališča porabe energije.  
Poskus smo opravili tako, da smo pripravili rezance sladkorne pese in jih pri segreli na 72 
°C za eno uro ter nato stiskali. Postopek z elektroporacijo je potekal hitreje, saj smo 




rezance izpostavili pritisku 8 barov, smo dovedli električne pulze. Sam postopek stiskanja 
je trajal 30 minut, elektroporacija kot del tega procesa pa bistveno manj, odvisno od števila 
pulzov, ki smo jih spreminjali od 10 do 100.  Razen tega smo uporabili tudi dve frekvenci 
pulzov (1 Hz in 10 Hz), različni širini pulzov (0,1 ms in 1 ms) in različne amplitude (od 
1200 V do 2500 V) (slika 5.15). 
 
Slika 5.15: Posnetek elektroporacije sladkorne pese v stiskalni komori. 
Zeleni signal napetost pulza (2,3 kV), rumeni signal tok skozi testni 
vzorec (12 A); po obliki toka lahko sklepamo, da imajo rezanci sladkorne 
pese karakteristiko ohmskega bremena, kar olajša izračun vnešene 
energije. 
 
Tabela 5.2: Termični proces pridobivanja soka sladkorne pese. Največji 
donos je pri 72 °C.  
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Slika 5.16: Dobitek soka v odvisnosti od temperature T[°C] [Gjörek, 
2015] 
 
kjer pomeni Q specifično toploto, porabljeno za segrevanje v J/kg, cp specifično toploto 
vode v J/gK  in ΔT razliko v temperaturi segrevanja vode od 22 °C do 72 °C. 
Tabela 5.3: Porabljena energija pri segrevanju vode in rezancev 
Temperatura vode 
[°C/K] 
Specifična toplota vode 
[J/gK] 
Poraba energije pri segrevanju 
[kJ/kg)] 
30/303 4,179 33,432 
40/314 4,179 75,249 
50/324 4,182 117,096 
60/334 4,185 158,973 
72/345 4,192 209,61 
 
Specifično porabo energije pri ekstrakciji soka sladkorne pese z elektroporacijo 





































Kot smo izračunali po enačbi (5.1) in je razvidno iz tabele 5.3, je maksimalni dobitek soka 
pri termični obdelavi  (ob gretju na 72 °C) 80,66 % pri porabi specifične enegije 209,61 
kJ/kg. Primerljiv dobitek 80,32 % pa smo dosegli  z elektroporacijo  pri porabi specifične 
energije 12,06 kJ/kg. Še boljši izkoristek je bil pri elektroporaciji s parametri 2500 V, 10 
pulzov 0,1 ms in toku 7 A: 76,08 % pri specifični energiji 1,759 kJ/kg. 
 
 
Slika 5.17: Dobitek soka pri elektroporaciji v odvisnosti od vložene energije 
Kot je razvidno s slike 5.17, povečanje vložene energije pri elektroporaciji preko neke 
meje ne vpliva pomembno na dobitek; tako že pri energiji, manjši od 2 kJ/kg, dosežemo 
dobitek soka preko 75 %. 
Prav tako lahko ugotovimo, da smo dobili največji dobitek soka pri 12 kJ/kg oziroma pri 
40 pulzih. Padec izkoristka soka pri 100 pulzih si lahko razlagamo s premajhnim številom 
ponovitev ali z različnim delom gomolja sladkorne pese, uporabljenega pri določenem 





























Potek ekstrakcije  
Za razliko od komor,  kot so kivete, in ploščatih elektrod (slika mm) ter pretočnih komor, 
ki jih uporabljamo za  poskuse z elektroporacijo tekočin in so praviloma fiksnih dimenzij, 
tu uporabljamo komoro (stiskalnico), ki ima spremenljive dimenzije med elektrodama, zato 
da se omogoči stiskanje preizkušanca (slika 5.21).  
Dno komore in bat, ki stiska preizkušanca, sta istočasno tudi elektrodi. Sila na gibljivi 
bat/elektrodo se lahko dovaja preko različnih mehanizmov. Mi smo se odločili za uporabo 
uteži, s katerimi enostavno določimo pritisk na preizkušanec. Upoštevati moramo, da se 
preizkušanec med poskusom stiska in se zato razdalja med elektrodami manjša. Zaradi tega 
se povečuje električna poljska jakost med elektrodama in hipotetično lahko pride do 
preboja med elektrodama. Pri poskusu je zelo pomembno, da uporabimo ustrezno vlažnost 
preizkušanca - običajno z dodajanjem ustrezne količine vode. Opazili smo, da premajhna 
ali prevelika vlažnost preizkušanca negativno vpliva na ekstrakcijo olja pri uporabi 
elektroporacije. Pri poskusu merimo napetost in tok pulza, obliko obeh opazujemo na 
osciloskopu. Oblika toka, ki jo opazujemo med elektroporacijo, lahko kaže na uspešnost 
elektroporacije, sicer pa se pojavi pri ekstrakciji olja zanimiv fenomen: kljub temu, da se 
med poskusom razdalja med elektrodama manjša in s tem narašča električna poljska jakost 
med elektrodama, se tok praviloma ne poveča, kar si lahko razlagamo kot posledico 
povečanja ekstrahiranega olja, ki predstavlja izolator in zato vpliva na električno upornost 
preizkušanca.  
Naš namen je bil ugotoviti optimalne pogoje ekstrakcije z uporabo elektroporacije, zato 
smo spreminjali vse razpoložljive parametre elektroporacije: napetost pulza, ponavljalno 
frekvenco pulzov, širino in število pulzov. 
Rezultati 
Z uporabo elektroporacije se je donos (izplen olja) v primerjavi s kontrolo povečal (slika 
5.22),  in sicer za 15 % pri parametrih 4 kV/0,1 ms in za 33 % pri 4 kV in 10 ms. Razliko v 







Slika 5.23: Oscilogram poteka pulza pri elektroporaciji mletega 
lanenega semena pri 20% vlažnosti, napetosti pulza 4 kV, širini 
pulza 1 ms. Potek napetosti na bremenu kaže zeleni signal (1 
razdelek je 1 kV), potek toka pa rumeni signal (1 razdelek je 0,5 V je 
5 A). Spodnja oscilograma sta časovno 100 x povečana (1 ms:10 μs). 
Med poskusi smo opravili tudi analizo odvisnosti ORAC/trolox vrednosti (vsebnost 
antioksidantov) izločenega olja. Merilo za antioksidativno kapaciteto živil je izraženo v 
ORAC vrednostih. ORAC je kratica za “Oxygen Radical Absorbance Capacity”, 
antioxidativne parametre. Trolox je sintetični ekvivalent vitamina E, ki služi kot standard, 
zato se ORAC vrednost izraža v μmol Trolox/g ali μmolTE/g (slika 5.24). 
V industrijskih procesih, ki se bodo prej ali slej uveljavili na tem področju, je zelo 
pomemben faktor čas stiskanja snovi, kar neposredno vpliva na stroške procesa in na 

















5.6  Izražanje DNA virusa lambda v bakteriji Escherichia coli z uporabo 
elektroporacije  
Poskusi z vnosi genskega materiala celice so dolgotrajni in zapleteni. Predvsem je zelo 
zahtevna priprava bioloških materialov; nanjo lahko vpliva množica dejavnikov. To je tudi 
vzrok, da lahko ob uporabi elektroporacije dobimo različne rezultate, čeprav uporabimo 
enake biološke materiale. S tehničnega stališča so poskusi zahtevni, ker majhne količine 
biološkega materiala ne dovoljujejo enostavne meritve prevodnosti in se moramo zanašati 
bolj na občutek in tokovno neobčutljivost naprave. Poskuse opravljamo v širokem 
področju parametrov pulzov glede amplitude, širine in števila pulzov. Zato pri poskusih 
večkrat pride do preboja v preizkusni komori in pri tem do izjemno velikih tokov (tudi 
preko 100 A), kar povzroča veliko obremenitev za napravo.  
         
A      B 
Slika 5.26: A) Primer »uspešne« transfekcije, 3 kV, 1 ms. B) Primer 
transfekcije s prebojem, ki se kaže v padcu amplitude pulza (zelen) in 
naraščanju amplitude toka (rumen). 
 
Nekateri bakterijski rodovi že dolgo časa služijo kot industrijski proizvodni organizmi, še 
posebej znani so v prehranski in farmacevtski industriji. V slednji uporabljajo t.i. 
rekombinantne seve bakterij, v katerih se izraža DNA, ki je bila konstuirana s posebnim 
namenom, običajno za proizvodnjo bioloških zdravil. Te DNA konstrukte, pridobljene z 
rekombinantno tehnologijo, vnašamo v bakterije na različne načine, med najbolj 
uveljavljene pa sodi prav elektroporacija.  
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A    B 
Slika 5.27: A) Bakteriofag lambda, ki smo ga izrazili v bakterijskem sevu 
Escherichia coli DSM4230, kjer smo genom bakteriofaga lambda v 
bakterijo vnesli z elektrotransformacijo gole lambda DNA. B) Bakteriofagi, 
ki smo jih izrazili v E. coli s pomočjo vnosa DNA z elektroporacijo, so bili 
infektivni in smo jih lahko namnoževali na običajnem gostitelju 
bakteriofaga lambda.  
Uspešnost transformacije določajo tako lastnosti DNA, ki jo vnašamo, kot tudi pogoji, pri 
katerih izvajamo elektrotransformacijo. V tem delu smo pokazali, da lahko v bakterijsko 
celico vnesemo celo, nemodificirano DNA njenega virusa lambda (48 kb), ki v notranjosti 
celice to DNA tudi prepiše in izrazi, saj po določenem času iz nje nastanejo novi virusni 
delci. Gre za DNA, ki je relativno velika in zahtevna za izražanje, saj naravno pripada 
parazitu bakterije, in sicer v primerjavi z običajnimi DNA konstrukti, kjer gre za ne-
parazitsko DNA in le nekaj proteinskih produktov. Takšen način vnosa virusne DNA bi 
olajšal genetsko manipulacijo virusov ter njihovo uporabnost tako kot orodje za bazične 












Ena izmed težav, s katerimi se srečujemo pri elektroporaciji, so električni preboji v testnih 
komorah. Posledica teh je - zaradi uparjanja/eksplozije - izguba vzorca in v skrajnem 
primeru okvara naprave. Ob tem se je pojavila dilema: so naši postopki pravilni? So naše 
merilne metode korektne?  Da bi vsaj delno odpravili to dilemo, smo naredili množico 
poskusov v statičnih komorah/kivetah (opisano v poglavju 3.1), kjer smo pri enakih 
eksperimentalnih pogojih dvigali napetost dovedenih pulzov do preboja. 
Pri tem smo prišli do dveh ugotovitev: 
- na prag preboja v komori vpliva tudi strmina dovedenega pulza, 
- meritev prevodnosti s konduktometrom ni zanesljiva. 
To, da je prevodnost bioloških vzorcev, izmerjena s priročnim konduktometrom, 
nezanesljiva,  očitno večini  uporabnikov te naprave ni znano. Vsakdo, ki se srečuje tudi z 
merjenjem upornosti/prevodnosti izolativnih materialov, ve, da je lahko tok skozi merjenec 
odvisen tudi od pritisnjene napetosti, kar pomeni, da je meritev prevodnosti z ročnim 
instrumentom lahko zgolj informativna. Zato pred poskusi, kjer je predvidena možnost 
električnega preboja, opravimo enostavno meritev prevodnosti, tako da dovedemo pulz po 
amplitudi blizu kritični vrednosti in iz podatkov o toku in napetosti ocenimo prevodnost 
vzorca. 
Odvisnost električnega preboja od strmine pulza smo opazili pri primerjavi poskusov na 
dveh napravah: Cliniporator (slika 2.3A) in BPp (slika 4.40). Ko smo po nekaj poskusih s 
parametri Ti=0,1 ms in  U=3 kV z napravo Cliniporator poskuse nadaljevali z napravo 
BPp, je prišlo pri skoraj vseh poskusih do preboja. Da bi izločili možnost napake v meritvi, 
smo poskuse opravili paralelno in parametre poskusa opazovali na istih instrumentih, da 
smo izločili možnost merilne napake. Ugotovili smo, da je edini parameter, ki se razlikuje 
in je lahko vzrok predčasnih prebojev, strmina dovedenega pulza (angl. rise time), ki je pri 
napravi Cliniporator približno 1 μs, pri napravi BPp pa 250 ns. Na podlagi tega smo 
zaključili, da je prevodnost bioloških vzorcev tudi frekvenčno odvisna, kar je sicer znano 
in v literaturi opisano, vendar je za nas pomemben napotek, da ni potrebno vztrajati pri 
razvoju naprave , ki bi dovajala pulze z ekstremno kratkimi dvižnimi časi. 
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Da bi preveril prej omenjene dileme (predvsem s preboji), sem analiziral podatke o 
poskusih, ki so jih podali  ugledni avtorji na področju uporabe elektroporacije pri predelavi 
hrane. 
Pri analizi članka Goetl, Eing, Frey (Goettel et al., 2013) sem na podlagi podakov o 
vloženi energiji ugotovil, da je pri napetosti pulza 14 kV, širini 1 μs času trajanja 
elektroporacije in pri impendanci algne mase v komori, ki je bila 51 Ω,  znašal tok poskusa 
preko 300 A. V članku objavljena slika poskusa kaže, da so za dovajanje pulza v komoro 
uporabili žico s presekom, podobno žici računalniške miške. Če upoštevamo pojav skin 
efekt, ki bi moral veljati za pulze širine 1 μs, lahko izračunamo zunanji del žice, kjer teče 
tok, in ta je približno 30 μm. Že površna ocena nam pove, da pri poskusu niso dovajali toka 
300 A, ampak največ 50 A. Poskus so opravili po "klasični", oziroma najbolj razširjeni 
metodi: izmerili so prevodnost algne mase s konduktometrom in na podlagi napetosti pulza 
izračunali (fiktivni) tok in iz tega vnešeno energijo. 
Skupino člankov sem izbral po kriteriju, da imajo dovolj podatkov za analizo predvsem z 
elektrotehničnega stališča: podatke o napetosti, toku, energiji, času elektroporacije, o 
razdalji med elektrodami in o prevodnosti vzorca elektroporacije.  Pri mnogih člankih so 
žal navedeni podatki pomanjkljivi, tako da se ne da ugotoviti, pri kakšnih pogojih je 
potekala elektroporacija.  
Izbrane članke bi lahko razdelil v dve skupini: v skupino, kjer so podatki po moji oceni 
sporni, in v skupino člankov, kjer so podatki preverljivi in se ujemajo tudi z našimi poskusi 
in izračuni. 
V prvi skupini (Vega-Mercado et al., 1997, McDonald et al., 2000, Lee et al., 2006)  Vega-
Mercado v preglednem članku navaja množico poskusov na področju inaktivacije bakterij 
z dokaj dvomljivimi podatki, med katerimi so dvomljivi tisti o napetosti pulza 16 kV na 
elektrodah z razdaljo 6 mm, 22 kV na elektrodah z razdaljo 5 mm in še posebno 
dvomljivih 70 kV na elektrodah z razdaljo 20 mm. McDonald v članku opisuje uporabo 
koaksialne komore z razdaljo med elektrodama 5 mm in napetostjo 25 kV in pri tem poda 
impendaco medija 1,6 Ω.  Lee uporablja elektrode z razdaljo 10 mm in pulzom amplitude 
40 kV. Skupno vsem tem avtorjem je, da nekritično navajajo izredno visoke amplitude 




prevodnostjo nekaj mS), niso ponovljive. Verjetno pride že pri prvem pulzu do preboja in 
uparjanja vzorca.  
Druga skupina člankov (Toepfl S., et al., 2006, Reineke K., et al., 2015, Alvarez I., et al., 
2003, Buckow R., et al., 2013) pa navaja podatke, ki se ujemajo z našimi poskusi in 
izračuni in bi jih lahko združili v ugotovitev, da za inaktivacijo bakterij (pasterizacijo 
sokov) potrebujemo komoro s poljsko jakostjo 20 kV/cm in praviloma pravokotno obliko 
pulzov. Podatke druge skupine potrjujejo  tudi industrijske linije za pasterizacijo sokov, ki 
so vse opremljene z napravami, ki dovajajo pravokotne pulze.  
Tabela 5.4: Tabela podaja pristop posameznih avtorjev k ovrednotenju in analizi rezultatov 
poskusov. Prvi stolpec podaja električno poljsko jakost, drugi uporabo metode za izračun 
energije, tretji obliko pulza, četrti specifično prevodnost preiskušancev, peti čas trajanja 
elektroporacije in šesti podatke o vnešeni specifični energiji. 
Avtor E [kV/cm] Tok /Prev. Oblika pulza σ[mS/cm] Čas PEF Wsp  
Vega-Mercado 1997 11-45 prevodnost eksponentna 1 - 20 DA - 
McDonald 2000 50 prevodnost eksponentna 4 DA - 
Lee 2006 40 prevodnost eksponentna 2 DA DA 
Toepfl 2006 16 prevodnost eksponentna 1 - 10 - DA 
Reineke 2015 10 -17 tok pravokotna 5 - 7 DA DA 
Alvarez 2002 15 -28 prevodnost pravokotna 2 - 4 DA DA 
 
Če naredimo analizo tabele 5.4 ugotovimo, da avtorji, ki uporabljajo eksponentno obliko 
pulza za elektroporacijo uporabljajo bistveno višje vrednosti električnega polja ob podobni 
prevodnosti preiskušanca in pri tem ne navajajo vnešene specifične energije pač pa samo 
čas poskusa ali število pulzov. Morebitni izračun vnešene energije naredijo iz podatkov o 
uporabljeni električni poljski jakosti izmerjeni prevodnosti ali pa enostavno izračunajo 
energijo, ki jo shrani kondenzator elektroporatorja (slika 2.5 A). Ugotovimo lahko, da se 
pristop k izvedbi poskusov z leti spreminja in sedaj večina raziskovalcev uporablja 
generatorje pravokotnih pulzov in praviloma podaja tudi vnešeno specifično energijo, ki pa 
jo še vedno izračunajo na podlagi izmerjene prevodnosti in ne s pomočjo izmerjenega toka. 
To pa je lahko pomeni precejšnja odstopanja pri izračunu vnešene enegije, pa naših ocenah 
tudi nekaj deset odstotkov. Ob tem bi se veljalo spomniti na Kelvinove besede: "When you 
are able to measure something, then you are in a position to talk about it." 
 
115 
Karel Flisar: Visokoenergijska naprava za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
6 Zaključek 
Elektroporacija je vse bolj navzoča na področju medicine, kjer se uveljavlja kot učinkovita 
metoda za zdravljenje raka. Kot alternativa drugim, manj učinkovitim postopkom, se 
elektroporacija uveljavlja tudi na področju predelave hrane, inaktivacije mikrooganizmov, 
prenosu genov in še kje. Naprave, s katerimi lahko izvajamo ireverzibilno elektroporacijo, 
so bolj zahtevne od običajnih naprav za elektroporacijo, ki se večinoma uporabljajo v 
laboratorijih. Vzrok za to je uporaba višjih napetosti in višjih energij, ki jih običajne 
laboratorijske naprave za elektroporacijo ne zmorejo. Uporaba visokih napetosti pri 
ireverzibilni elektroporaciji  predstavlja še posebno velik izziv za razvijalce, ki se s tem 
podajo na področje, zahtevno zaradi zapletene tehnologije, zahtevne izbire materialov in 
komponent in ne nazadnje tudi zaradi nevarnosti, ki obstaja pri testiranju 
visokonapetostnih komponent, podsestavov in naprav. Pred začetkom poskusov, pa tudi 
testiranja in razvoja naprav, moramo zagotoviti varne delovne razmere. Energija, ki jo 
dovajajo naprave za ireverzibilno elektroporacijo, je večinoma nad 200 J, torej je enaka 
energiji, ki jo dovaja povprečen defibrilator. Lahko je nevarna za razvijalca in uporabnika 
naprave za elektroporacijo. Uporabnika lahko zaščitimo s primerno izvedbo naprave ter z 
natačnimi navodili in s postopki za uporabo, razvijalca pa samo s primernim testnim 
mestom, ki zmanjša tveganje za poškodbo. 
Področje ireverzibilne elektroporacije je veliko, tako po namenu uporabe kot po 
parametrih, ki jih uporabljamo. Zato naprave delimo glede na širino elektroporacijskih 
pulzov: na mikrosekundne in nanosekundne. Tehnično je praktično nemogoče realizirati 
napravo, ki bi delovala v nanosekundnem in mikrosekundnem področju (pod 
mikrosekundno področje tu štejemo tudi pulze do 10 ms). Ker je v našem laboratoriju že 
obstajala naprava za elektroporacijo v nanosekundnem področju, je bila logična odločitev 
za zasnovo in gradnjo naprave za mikrosekundno področje. Pri zasnovi naprave smo 
izhajali iz izkušenj, ki smo jih dobili s poskusi inaktivacije bakterij z napravo Cliniporator. 
Poskusi z bakterijami so zelo nepredvidljivi: različne sestavine lahko povsem spremenijo 
prevodnost testnih vzorcev, kar ima za posledico velike tokove in poškodbo naprave. Zato 
je bila ena od osnovnih zahtev odpornost naprave na tokovne preobremenitve. Razen tega 
smo ugotovili, da je izhodna napetost 3000 V za nekatere poskuse prenizka, zato smo se 




Odločitev za generiranje pravokotnih pulzov je bila samoumevna, ker smo že prej 
uporabljali in gradili pretežno naprave za generiranje pravokotnih pulzov. Pulze 
generiramo z uporabo stikala, ki je realizirano s serijsko vezavo transistorjev, ki predstavlja 
ključni del naprave. Zanesljivost in varnost delovanja tega stikala zagotavlja krmiljenje 
preko optičnih vlaken. Stikalo je možno povečati tako v napetostnem kot v tokovnem 
področju. V pripravi je izdelava polhibridne izvedbe stikala, ki bo zmanjšala sedanjo 
prostornino visokonapetostnega stikala na četrtino. Ker so v stikalu uporabljeni cenovno 
ugodni in robustni IGBT tranzistorji, ki pa vseeno omogočajo dvižne čase 200 ns in 
upadne čase 500 ns pri 10 μs pulzu, predvidevamo, da bi z zamenjavo s  hitrejšimi  SiC 
MOSFET-i lahko generirali pulze s širino 1 μs. Težava, ki ni povsem odpravljena, je 
tokovna preobremenitev: tudi realizacija zaščite s sodobnim senzorjem na Hallovi osnovi 
in z odzivnim časom 3-4 μs ne zagotavlja, da ne bo prišlo do poškodbe transistorjev v 
stikalu.  
Z obema napravama (PBp in P bruno) smo naredili preko 1500 poskusov na različnih 
področjih uporabe elektroporacije. Napravi sta delovali zanesljivo in omogočili izvedbo 
različnih novih poskusov, tudi nekaterih drugih, ki niso opisani v tem delu. 
Poskusi, ki so nam delali največ preglavic, so bili poskusi s pretočnimi komorami. Ker je 
pri pretočnih sistemih velik vnos energije, pride v komori do elektrokemičnih pojavov 
(elektrolize), kar ima za posledico tvorbo plinskih mehurčkov, zaradi katerih pride do 
električnih prebojev.  Temu se skušamo izogniti s konstrukcijo novih  pretočnih komor, ki 
bodo vsaj nekoliko zmanjšale to težavo. 
Pri poskusih na različnih področjih (ekstrakcije, uničevanje mikroorganizmov) smo 
opazili, da se izkušnje z različnih področij uporabe elektroporacije dopolnjujejo, zato 
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 Prispevki k znanosti 
1. Nastavljivi visonapetostni vir  
Razvoj nastavljivega visokonapetostnega vira z novo strukturo, ki omogoča zvezno 
nastavljanje napetosti. 
2. Visokonapetostno stikalo modularne izvedbe 
Modularna izvedba visokonapetostnega stikala v pretvorniškem vezju z zanesljivim 
generiranjem pulzov velike moči v širokem frekvenčnem področju. 
3. Razvoj naprave za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo 
Razvoj in izvedba kompaktne naprave za reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo s 
prilagodljivimi parametri pulzov in možnostjo njihovega neprekinjenega generiranja. 
4. Razvoj in konstrukcija pretočnih komor za elektroporacijo 
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